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  ﭼﻜﻴﺪه 
ﻣﻬﻢ در آﺑﺰﻳﺎن ﻋﺎﻣﻞ ﻋﻔﻮﻧﺖ ﻫﺎي ﺳﻴﺴﺘﻤﻴﻚ در ﻫﺮ دو ﻣﻴﺰﺑﺎن ﻣـﻲ ﺑﺎﺷـﺪ. ﻋﻼﺋـﻢ اﺳﺘﺮﭘﺘﻮﻛﻮﻛﻮس اﻳﻨﻴﻪ ﺑﻴﻤﺎرﻳﺰاي 
ﻋﻔﻮﻧﺖ ﻫﺎي ﺣﺎﺻﻞ از آن ﺑﺴﻴﺎر ﻣﺸﺎﺑﻪ ﻋﻼﺋﻢ اﻳﺠﺎد ﺷﺪه ﺗﻮﺳﻂ اﺳﺘﺮﭘﺘﻮﻛﻮك ﻫﺎي ﻣﻬﺎﺟﻢ وﻳﮋه اﻧﺴﺎن اﺳﺖ. آﻧﺰﻳﻢ 
ﺳـﺎﻛﺎرﻳﺪي و ﺑﻴﻤـﺎرﻳﺰاﻳﻲ اﺳـﺘﺮﭘﺘﻮﻛﻮﻛﻮس اﻳﻨﻴـﻪ  ﻓﺴﻔﻮﮔﻠﻮﻛﻮﻣﻮﺗﺎز ﺑﻪ ﻋﻨﻮان ﻣﻬﻤﺘﺮﻳﻦ ﻋﺎﻣﻞ در ﺗﻮﻟﻴﺪ ﻛﭙﺴﻮل ﭘﻠﻲ
 iloc.Eدر ﺑﺎﻛﺘﺮي  mgpﺟﺪاﺳﺎزي اﺳﺘﺮﭘﺘﻮﻛﻮﻛﻮس اﻳﻨﻴﻪ و ﻛﻠﻮﻧﻴﻨﮓ ژن ﺷﻨﺎﺳﺎﻳﻲ ﺷﺪه اﺳﺖ ﻫﺪف از اﻳﻦ ﺑﺮرﺳﻲ، 
  ﺑﻮده اﺳﺖ.
درﺟـﻪ ﺳـﺎﻧﺘﻲ  73ﺳﺎﻋﺖ ﺷﺮاﻳﻂ اﻧﻜﻮﺑﺎﺳﻴﻮن در دﻣـﺎي  42ﻛﻮﻛﻮس اﻳﻨﻴﻪ روي ﻣﺤﻴﻂ آﮔﺎر ﺧﻮﻧﺪار ﭘﺲ از اﺳﺘﺮﭘﺘﻮ
ﺗﺎﺋﻴـﺪ ﺷـﺪ. ژن  RCPﻫﺎي ﻣﻮﻛﻮﺋﻴﺪي ﻫﻤﺮاه ﺑﺎ ﻫﻤـﻮﻟﻴﺰ ﺑﺘـﺎ رﺷـﺪ ﻛـﺮد و ﺑـﺎ واﻛـﻨﺶ ﺣﺴـﺎس  ﮔﺮاد، ﺑﺼﻮرت ﻛﻠﻨﻲ
ﻛﻠـﻮن ﮔﺮدﻳـﺪ و ﭘـﺲ از ﻫﻀـﻢ آﻧﺰﻳﻤـﻲ در  T/R75ZTpﻓﺴﻔﻮﮔﻠﻮﻛﻮﻣﻮﺗﺎز ﺑﺎ ﻣﻮﻓﻘﻴﺖ ﺗﻜﺜﻴﺮ داده ﺷﺪ و در وﻛﺘـﻮر 
  ﺗﺎﺋﻴﺪ ﮔﺮدﻳﺪ. RCPﺳﺎب ﻛﻠﻮن ﮔﺮدﻳﺪ و ﺑﻪ روش  1-teuDtepوﻛﺘﻮر ﺑﻴﺎن 
ﻛﺘﺮي ﻣﻬﻤﻲ از ﻧﻈـﺮ اﻗﺘﺼـﺎدي ﻣـﻲ ﺑﺎﺷـﺪ اﻣـﺎ ﻣﻄﺎﻟﻌـﺎت ﭼﻨـﺪاﻧﻲ درﺑـﺎره ﻣﻜﺎﻧﻴﺴـﻢ اﮔﺮﭼﻪ اﺳﺘﺮﭘﺘﻮﻛﻮﻛﻮس اﻳﻨﻴﻪ ﺑﺎ
ﺑﻴﻤﺎرﻳﺰاﻳﻲ آن اﻧﺠﺎم ﻧﺸﺪه اﺳﺖ. اﻣﺎ اﺛﺒﺎت ﺷﺪه ﻛﻪ آﻧـﺰﻳﻢ ﻓﺴـﻔﻮﮔﻠﻮﻛﻮﻣﻮﺗﺎز، ﻧﻘـﺶ ﻣﻬﻤـﻲ در اﺳـﺘﺤﻜﺎم دﻳـﻮاره 
د ﺑﺮرﺳـﻲ اﺳﺘﺮﭘﺘﻮﻛﻮﻛﻮس اﻳﻨﻴﻪ از ﻧﻤﻮﻧﻪ ﻫﺎي ﻣﻮرﺳﻠﻮﻟﻲ و ﻣﻘﺎوﻣﺖ ﺑﻪ ﻋﻮاﻣﻞ ﺿﺪ ﻣﻴﻜﺮوﺑﻲ دارد. ﺑﺎ ﺗﻮﺟﻪ ﺑﻪ اﻳﻨﻜﻪ 
در اﻳﻦ ﻣﻄﺎﻟﻌﻪ ﻧﻴﺰ ﺟﺪا ﺷﺪ، ﺑﻨﺎﺑﺮاﻳﻦ اﻳﻦ آﻧﺰﻳﻢ ﻛﺎﻧﺪﻳﺪ ﻣﻨﺎﺳﺒﻲ ﺑﻪ ﻋﻨﻮان ﺗﻬﻴﻪ واﻛﺴـﻦ ﺟﻬـﺖ ﭘﻴﺸـﮕﻴﺮي و ﻫﻤﭽﻨـﻴﻦ 
  ﺗﺤﻘﻴﻘﺎت ﺑﻴﺸﺘﺮ ﻣﻲ ﺑﺎﺷﺪ. 
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  ﻣﻘﺪﻣﻪ 
، ﭘﺎﺗﻮژن ﺷﺎﻳﻊ آﺑﺰﻳﺎن و ﺑﻪ ﻧﺪرت ﻋﺎﻣﻞ ﻋﻔﻮﻧﺖ در اﻧﺴﺎن ﻣﻲ ﺑﺎﺷﺪ. اﺳﺘﺮﭘﺘﻮﻛﻮﻛﻮس )eaini.S(اﺳﺘﺮﭘﺘﻮﻛﻮﻛﻮس اﻳﻨﻴﻪ 
 دوﻟﻔـــــﻴﻦ  )suoenatucbus(از آﺑﺴـــــﻪ ﻫـــــﺎي زﻳـــــﺮ ﺟﻠـــــﺪي  6791ﺑـــــﺎر در ﺳـــــﺎل اﻳﻨﻴـــــﻪ، اوﻟـــــﻴﻦ 
ﺳﺎل ﭘﺲ از ﻛﺸﻒ آن  02. (3002 ,.la te ranoB ;6791,.la te reiP)از آب ﺷﻴﺮﻳﻦ در آﻣﺮﻳﻜﺎ ﺟﺪا ﺷﺪ snerffoeg ainI 
ﻛـﻪ در ، اوﻟﻴﻦ ﺑﺎر ﺑﻪ ﻋﻨﻮان ﻋﺎﻣﻞ ﻋﻔﻮﻧﺖ اﻧﺴﺎﻧﻲ ﺷﻨﺎﺳﺎﻳﻲ ﺷـﺪ. ﻫﻨﮕـﺎﻣﻲ 5991-6991در دوﻟﻔﻴﻦ، در زﻣﺴﺘﺎن ﺳﺎل 
ﻣﻮرد از ﻋﻔﻮﻧﺖ ﻫﺎي ﺗﻬﺎﺟﻤﻲ اﺳﺘﺮﭘﺘﻮﻛﻮك اﻳﻨﻴﻪ در ﺑﻴﻤﺎراﻧﻲ ﻛـﻪ اﺧﻴـﺮاً ﺑـﺎ ﻣـﺎﻫﻲ ﺗـﺎزه ﺗﻤـﺎس داﺷـﺘﻨﺪ  9ﺗﻮرﻧﺘﻮ، 
ﮔﺰارش ﺷﺪ، و ﻫﻢ اﻛﻨﻮن ﺑﻪ ﻋﻨﻮان ﭘﺎﺗﻮژن ﻣﻬﻢ ﻣﺎﻫﻲ، اﻳﺠﺎد ﻛﻨﻨﺪه ﻋﻔﻮﻧـﺖ ﻫـﺎي اﺳـﭙﻮرادﻳﻚ در ﻣـﺎﻫﻲ دم زرد، 
ﺎﺷﺪ. ﻫﻤﭽﻨﻴﻦ ﺑﺎﻋـﺚ زﺧﻤﻬـﺎي ﭘﻮﺳـﺘﻲ، ﻣﻴﻮزﻳـﺖ و ﺳﺎﻳﺮ ﻣﺎﻫﻲ ﻫﺎ ﻣﻲ ﺑ ohoCﻗﺰل آﻻي رﻧﮕﻴﻦ ﻛﻤﺎﻧﻲ، ﻣﺎﻫﻲ آزاد 
  ﻫﺎي ﻧﻜﺮوز ﺷﻮﻧﺪه، ﻣﻨﻨﮕﻮاﻧﺴﻔﺎﻟﻴﺖ و ﭘﺎن اﻓﺘﺎﻟﻤﻴﺎ در ﻣﺎﻫﻲ ﻣﻲ ﺷﻮد. 
، ﻣﺎﻧﻨﺪ ﺑﺴﻴﺎري از ﭘﺎﺗﻮژن ﻫﺎي ﺳﻴﺴﺘﻤﻴﻚ، ﻛﭙﺴـﻮل ﭘﻠـﻲ ﺳـﺎﻛﺎرﻳﺪي eaini.Sاز ﻓﺎﻛﺘﻮرﻫﺎي ﺑﻴﻤﺎرﻳﺰاي ﻋﻤﺪه و ﻣﻬﻢ 
ﻓﻌﺎ اوﻟﻴﻪ ﻣﻴﺰﺑـﺎن، ﻳﻌﻨـﻲ ﺳﻴﺴـﺘﻢ اﻳﻤﻨـﻲ ذاﺗـﻲ ، اﻳﻦ ﺑﺎﻛﺘﺮي ﻣﻲ ﺑﺎﺷﺪ ﻛﻪ ﻧﻘﺶ ﺣﻔﺎﻇﺖ از ﻓﺎﮔﻮﺳﻴﺘﻮزﻳﺲ در ﺑﺮاﺑﺮ د
ﺟﻬﺖ ﭘﺎك ﺳﺎزي و ﺣﺬف ﭘﺎﺗﻮژن ﻣﻬﺎﺟﻢ را ﺑﻪ ﻋﻬـﺪه دارد. ﺗﺮﻛﻴﺒـﺎت ﻣﻮﻟﻜـﻮﻟﻲ وﻳـﮋه ﺳـﺎزﻧﺪه ﻛﭙﺴـﻮل در ﺑﻘـﺎء 
. اوﻟﻴﻦ ﻣﻮﻟﻜﻮل ﺑﻴﻤﺎرﻳﺰا در ﺳﺎﺧﺘﺎر ﻛﭙﺴﻮل، ژن ﻓﺴﻔﻮﮔﻠﻮﻛﻮﻣﻮﺗﺎز ﻣـﻲ ﺑﺎﺷـﺪ (8002 ,rognyE)ﭘﺎﺗﻮژن ﻣﻮﺛﺮ ﻣﻲ ﺑﺎﺷﺪ
ﻓﺴـﻔﺎت ﻣـﻲ ﺷـﻮد ﻛـﻪ اﻳـﻦ  -1ﻓﺴـﻔﺎت و ﮔﻠـﻮﻛﺰ  -6ﮔﻠﻮﻛﻮﻛﻮﺗﺎز ﺑﺎﻋﺚ ﺗﺒﺪﻳﻞ ﮔﻠـﻮﻛﺰ ﻛﻪ ﺑﺎ ﺗﻮﻟﻴﺪ آﻧﺰﻳﻢ ﻓﺴﻔﻮ 
ﺗﺮﻛﻴﺒﺎت در ﺳﺎﺧﺘﺎرﻫﺎي ﻗﻨﺪي ﻛﭙﺴﻮل، ﻧﻘﺶ ﻋﻤﺪه اي دارﻧﺪ. ﺗﺤﻘﻴﻘـﺎت ﻧﺸـﺎن داده اﺳـﺖ ﻛـﻪ از دﺳـﺖ دادن ژن 
 ) ﻓﺴﻔﻮﮔﻠﻮﻛﻮﻣﻮﺗﺎز( در اﺳﺘﺮﭘﺘﻮﻛﻮﻛﻮس اﻳﻨﻴﻪ ﺑﺎﻋﺚ ﺗﻐﻴﻴﺮاﺗﻲ در وﻳﮋﮔﻲ ﻫـﺎي ﻓﻨﻮﺗﻴﭙﻴـﻚ، ﺗﻐﻴﻴـﺮ ﻣﺮﻓﻮﻟـﻮژي   mgp
  . (5002 ,nanahcuB)دﻳﻮاره ﺳﻠﻮﻟﻲ، ﺗﻮﻟﻴﺪ ﻛﭙﺴﻮل و ﻫﻤﭽﻨﻴﻦ ﺗﺨﺮﻳﺐ دﻓﺎع اﻳﻤﻨﻲ ذاﺗﻲ ﻣﺎﻫﻲ ﻣﻲ ﺷﻮد
ﻫﺪف اﺻﻠﻲ از اﺟﺮا ﭘﺮوژه، ﺷﻨﺎﺳﺎﺋﻲ و ﺟﺪاﺳﺎزي ژن ﻋﺎﻣﻞ اﺳﺘﺮﭘﺘﻮﻛﻮﻛﻮزﻳﺲ در ﺑـﺎﻛﺘﺮي اﺳـﺘﺮﭘﺘﻮﻛﻮك اﻳﻨﻴـﻪ و 
  ﻣﻲ ﺑﺎﺷﺪ. iloc.Eﻛﻠﻮﻧﻴﻨﮓ آن  در ﺑﺎﻛﺘﺮي 
 ٣ و از ژن  ا

		ز از .../  
 
  ﻛﻠﻴﺎت-1
 ﺘﺮﭘﺘﻮﻛﻮك ﻫﺎﻃﺒﻘﻪ ﺑﻨﺪي و ﺷﻨﺎﺳﺎﻳﻲ اﺳ -1-1
  ﻃﺒﻘـ ــﻪ ﺑﻨـ ــﺪي اﻋﻀـــﺎي اﺳـ ــﺘﺮﭘﺘﻮﻛﻮك ﻫـــﺎ ﭘﻴﭽﻴـ ــﺪه و ﮔـ ــﺎﻫﻲ ﮔﻤـــﺮاه ﻛﻨﻨـ ــﺪه ﻣـــﻲ ﺑﺎﺷـ ــﺪ. ﺑﺴـــﻴﺎري از 
، ﺑﻌﻀﻲ از ﺳﻮﻳﻪ ﻫﺎي اﺳﺘﺮﭘﺘﻮﻛﻮك در 0891اﺿﺎﻓﻪ ﺷﺪه اﻧﺪ. در ﺳﺎل ﺳﻮﻳﻪ ﻫﺎ ﻧﻴﺰ اﺧﻴﺮاً ﺑﻪ ﺟﻨﺲ اﺳﺘﺮﭘﺘﻮﻛﻮﻛﻮس  
ﮔﺮﻓﺘﻨﺪ و اﺧﻴﺮاً ﻧﻴـﺰ ﺑـﻴﺶ از  ﻗﺮار )succocoretnE(و اﻧﺘﺮوﻛﻮﻛﻮس  )succocotcaL(ﺟﻨﺲ ﻫﺎي ﺟﺪﻳﺪ ﻻﻛﺘﻮﻛﻮﻛﻮس 
 ،)alletacilunarG( راﻧﻮﻟﻴﻜـــﺎﺗﻼ ،)aihportoibA(ﺟـــﻨﺲ ﺟﺪﻳـــﺪ وﺟـــﻮد دارﻧـــﺪ. از ﺟﻤﻠـــﻪ ، اﻳﺒﻮﺗﺮوﻓـــﺎ  6
. )munargivangI(و اﻳﮕﻨـﺎوﻳﮕﺮاﻧﻮم  )alletacibolG(، ﮔﻠﻮﺑﻴﻜﺎﺗﻼ)aimalkcaF(، ﻓﺎﻛﻼﻣﻴﺎ)succocisoloD(دوﻟﻮﺳﻴﻜﻮﻛﻮس
 ,.la te ahcA)ﺑﺎﺷﻨﺪ ﻛﻪ ﻗﺒﻼً ﻣﺘﻌﻠﻖ ﺑﻪ ﺟﻨﺲ اﺳـﺘﺮﭘﺘﻮﻛﻮﻛﻮس ﺑﻮدﻧـﺪ  ﻣﻲ اﻳﻦ ﺟﻨﺲ ﻫﺎ اﻏﻠﺐ ﺣﺎوي ارﮔﺎﻧﻴﺴﻢ ﻫﺎﻳﻲ
  . (3002
ﺗﺸﺨﻴﺺ ﻛﻠﻴﻨﻴﻜﻲ اﺳﺘﺮﭘﺘﻮﻛﻮك ﻫﺎ ﮔﺎﻫﻲ ﺑﺮاﺳﺎس واﻛﻨﺶ ﻫﺎي ﻫﻤﻮﻟﻴﺘﻴﻚ آﻧﻬﺎ ﺑﺮ روي ﻣﺤﻴﻂ آﮔﺎر ﺧﻮﻧﺪار ﻣـﻲ 
ﻗﺮﻣـﺰ ﺗﻴﭗ ﻫﻤﻮﻟﻴﺰ وﺟﻮد دارد. ﺑﺘﺎ ، آﻟﻔﺎ و ﮔﺎﻣﺎ ﻫﻤﻮﻟﻴﺰ. اﺳﺘﺮﭘﺘﻮﻛﻮك ﻫﺎي ﺑﺘـﺎ ﻫﻤﻮﻟﻴﺘﻴـﻚ، ﮔﻠﺒﻮﻟﻬـﺎي  3ﺑﺎﺷﺪ ﻛﻪ 
اﻃﺮاف ﻛﻠﻨﻲ را ﻛﺎﻣﻼً ﺗﻼﺷﻲ ﻣﻲ ﻛﻨﻨﺪ. اﻳﻦ ﺑﺎﻛﺘﺮي ﻫﺎ ﺑﺎﻋﺚ ﺑﺴﻴﺎري از ﺑﻴﻤﺎرﻳﻬﺎي ﺣﺎد اﺳﺘﺮﭘﺘﻮﻛﻮﻛﻲ ﻣـﻲ ﺷـﻮﻧﺪ. 
اﺳﺘﺮﭘﺘﻮﻛﻮك ﻫﺎي آﻟﻔﺎ ﻫﻤﻮﻟﻴﺘﻴﻚ ﺑﺎﻋﺚ ﻫﻤﻮﻟﻴﺰ ﻧﺎﻗﺺ ﻳﺎ ﺳﺒﺰ رﻧﮓ در اﻃﺮاف ﻛﻠﻨـﻲ ﻣـﻲ ﺷـﻮﻧﺪ ﻛـﻪ ﻣﺮﺑـﻮط ﺑـﻪ 
ﻛﻪ ﮔﺎﻫﻲ ﺑﺮاي ﻛﻠﻨﻲ ﻫﺎي ﻏﻴﺮ ﻫﻤﻮﻟﻴﺘﻴﻚ ﺑﻪ  اﺣﻴﺎي ﻫﻤﻮﮔﻠﻮﺑﻴﻦ ﮔﻠﺒﻮل ﻗﺮﻣﺰ ﻣﻲ ﺑﺎﺷﺪ. ﻫﻤﻮﻟﻴﺰ ﮔﺎﻣﺎ، واژه اي اﺳﺖ
  . (2002 ,.la te malkcaF)ﻛﺎرﻣﻲ رود
واﻛﻨﺶ ﻫﻤﻮﻟﻴﺰ ﺑﺮاي ﺷﻨﺎﺳﺎﻳﻲ ﺳﻮﻳﻪ ﻫﺎ ﻛﺎﻣﻼً ارزﺷﻤﻨﺪ و ﻗﺎﺑﻞ ﻗﺒﻮل ﻧﻴﺴﺖ. ﺳﻮﻳﻪ ، ﺳﻦ ﮔﻠﺒﻮل ﻗﺮﻣﺰ، وﻳﮋﮔـﻲ ﻋـﺎي 
ﻂ ﺑﺘـﺎ ﻣﺤﻴﻂ ﻛﺸﺖ و ﺷﺮاﻳﻂ ﻛﺸﺖ روي ﻫﻤﻮﻟﻴﺰ ﺗﺎﺛﻴﺮ ﻣﻲ ﮔﺬارﻧـﺪ. ﺑﻌﻀـﻲ ﺳـﻮﻳﻪ ﻫـﺎ ﻣـﻲ ﺗﻮاﻧﻨـﺪ در ﺑﺮﺧـﻲ ﺷـﺮاﻳ 
  ﻫﻤﻮﻟﻴﺘﻴﻚ ﺑﺎﺷﻨﺪ، اﻣﺎ در ﺷﺮاﻳﻂ دﻳﮕﺮ ، آﻟﻔﺎ ﻳﺎ ﻏﻴﺮ ﻫﻤﻮﻟﻴﺘﻴﻚ ﺑﺎﺷﻨﺪ. 
روش ﻃﺒﻘﻪ ﺑﻨﺪي ﻻﻧﺴﻔﻴﻠﺪ ﺑﺮاﺳﺎس ﺷﻨﺎﺳﺎﻳﻲ ﺳﺮوﻟﻮژﻳﻚ آﻧﺘﻲ ژن ﻫﺎ دﻳﻮاره ﺳﻠﻮﻟﻲ و در اﺳﺘﺮﭘﺘﻮﻛﻮك ﻫﺎي ﮔﺮوه 
 Vﺗﺎ   Kو  Hﺗﺎ  Aﺳﺮو ﮔﺮوه را ﺑﻪ ﺻﻮرت  02ﺑﺘﺎ ﺑﺮاﺳﺎس آﻧﺘﻲ ژن ﻫﺎي ﻛﭙﺴﻮﻟﻲ ﭘﺎﻳﻪ ﮔﺬاري ﺷﺪ و اﻳﻦ ﻃﺒﻘﻪ ﺑﻨﺪي 
  .(2002 ,.la te malkcaF)ﺷﻨﺎﺳﺎﻳﻲ ﻣﻲ ﻛﻨﺪ
  
  ﻋﻔﻮﻧﺖ اﺳﺘﺮﭘﺘﻮﻛﻮﻛﻲ در ﻣﺎﻫﻲ -1-2
  ﻋﻔﻮﻧــﺖ اﺳــﺘﺮﭘﺘﻮﻛﻮﻛﻲ اﮔــﺮ ﭼــﻪ در ﻣــﺎﻫﻲ ﻫــﺎ ﻣﻌﻤــﻮل ﻧﻤــﻲ ﺑﺎﺷــﺪ وﻟــﻲ در ﺻــﻮرت وﻗــﻮع ﺑﻴﻤــﺎري 
ﻦ ﻣﻲ ﺗﻮاﻧﺪ ﺧﺴﺎرﺗﻬﺎي ﺟﺒﺮان ﻧﺎﭘﺬﻳﺮي را وارد ﻧﻤﺎﻳﺪ. ﺑﻌﻀﻲ از اﻧﻮاع اﺳﺘﺮﭘﺘﻮﻛﻮك ﻫﺎي ﺑﻴﻤـﺎرﻳﺰا در ﻣﺎﻫﻴـﺎن ﻣﻤﻜ ـ
اﺳﺖ ﺳﺒﺐ ﺑﻴﻤﺎري در اﻧﺴﺎن در اﺛﺮ ﭘﻴﺸﺎﻣﺪﻫﺎي اﺗﻔﺎﻗﻲ و ﻏﻴﺮ ﻣﻌﻤﻮل ﮔﺮدد، ﻫﺮ ﭼﻨﺪ ﻛﻪ اﻳﻦ ﺑﺎﻛﺘﺮي ﻫﺎ در اﺷﺨﺎص 
ﺑﺎﻛﺘﺮي دﻳﮕﺮ وﺟﻮد دارﻧﺪ ﻛﻪ ﺑﻴﻤـﺎري ﻫـﺎي ﺳﺎﻟﻢ، ﭘﺎﺗﻮژن ﻧﻤﻲ ﺑﺎﺷﻨﺪ. ﺑﻪ ﻋﻼوه در ﺟﻨﺲ اﺳﺘﺮﭘﺘﻮﻛﻮﻛﻮس ﭼﻨﺪﻳﻦ 
و  )succocoretneE(ﻛﻮﻛـــﻮس، اﻧﺘﺮو)succocotcaL(ﻣﺸـــﺎﺑﻬﻲ اﻳﺠـــﺎد ﻣـــﻲ ﻛﻨﻨـــﺪ از ﺟﻤﻠـــﻪ ﻻﻛﺘﻮﻛﻮﻛـــﻮس 
 / )(ارش %$ #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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 egamorB)آﻧﻬﺎ ﻣﺠﻤﻮﻋﺎً اﺳﺘﺮﭘﺘﻮﻛﻮﻛﻮزﻳﺲ ﻧﺎﻣﻴﺪه ﻣﻲ ﺷـﻮد  و ﺑﻴﻤﺎري ﻫﺎي ﺣﺎﺻﻞ از )succocogaV(واﮔﻮﻛﻮﻛﻮس
  .(2002 .la te
در ﻗﺰل آﻻي رﻧﮕـﻴﻦ ﻛﻤـﺎﻧﻲ ﭘﺮورﺷـﻲ در ژاﭘـﻦ ﺗﻮﺳـﻂ  7591، اوﻟﻴﻦ ﺑﺎر در ﺳﺎل ﻋﻔﻮﻧﺖ اﺳﺘﺮﭘﺘﻮﻛﻮﻛﻲ در ﻣﺎﻫﻲ
. ﺗﻌﺪادي از ﻣﺎﻫﻲ ﻫﺎ ﻛﻪ ﺑﻪ اﻳﻦ ﺑﺎﻛﺘﺮﻳﻬﺎ و ﻋﻔﻮﻧﺖ ﻫـﺎي (5891 ,.la te anihsoH)و ﻫﻤﻜﺎراﻧﺶ ﮔﺰارش ﺷﺪ  anihsoH
ﺣﺎﺻﻞ از آﻧﻬﺎ ﺣﺴﺎس ﺑﻮدﻧﺪ. از ﺟﻤﻠﻪ ﻣﺎﻫﻲ آزاد، ﺷﻴﻨﺮ ﻃﻼﻳﻲ، ﻛﻔﺎل ﻣـﺎﻫﻲ ﺳـﻔﻴﺪ، ﻣﺎرﻣـﺎﻫﻲ ﻣﻬـﺎﺟﺮ، ﻗـﺰل آﻻي 
درﻳﺎﻳﻲ، ﺗﻴﻼﭘﻴﺎ ، ﺳﮓ ﻣﺎﻫﻲ و ﺗﺎس ﻣـﺎﻫﻲ ﺷﻨﺎﺳـﺎﻳﻲ ﺷـﺪﻧﺪ. آﻟـﻮدﮔﻲ ﻫـﺎي اﺳـﺘﺮﭘﺘﻮﻛﻮﻛﻮي ﻫﻤﭽﻨـﻴﻦ در ﺗﻌـﺪاد 
ﺘﻨﻮﻋﻲ از ﻣﺎﻫﻲ ﻫﺎي ﺗﺰﺋﻴﻨﻲ ﺷﺎﻣﻞ ﻣﺎﻫﻲ زﻳﻨﺘﻲ رﻧﮕـﻴﻦ ﻛﻤـﺎن، ﻣـﺎﻫﻲ ﺳـﻴﺎه دم ﻗﺮﻣـﺰ، رزي ﺑـﺎرب و داﻧﻴـﻮس ﻧﻴـﺰ ﻣ
  . (6002 ,yoR)ﻣﺸﺎﻫﺪه ﺷﺪه اﺳﺖ
 7ﺗـﺎ  3درﺻـﺪ در ﻣـﺪت  05ﻋﻔﻮﻧﺖ اﺳﺘﺮﭘﺘﻮﻛﻮﻛﻲ در آﺑﺰﻳﺎن ﻣﻲ ﺗﻮاﻧﺪ ﺑﺎﻋﺚ ﻣﺮگ و ﻣﻴﺮ ﺑﺎﻻﻳﻲ ﺣـﺪود ﺑﻴﺸـﺘﺮ از 
ﻲ در ﺣﻴﻦ ﺷﻨﺎ ﻛﺮدن ﻛﻪ ﻏﺎﻟﺒﺎً ﺑﻪ ﺷﻜﻞ ﺷﻨﺎي ﻋﻤﻮدي و ﻣـﺎرﭘﻴﭽﻲ ﻣـﺎﻫﻲ روز ﺷﻮد ﻛﻪ ﻣﻌﻤﻮﻻً ﺑﺎ رﻓﺘﺎرﻫﺎي ﻏﻴﺮ ﻃﺒﻴﻌ
  ﺑﻪ دور ﺧﻮد ﻣﻲ ﺑﺎﺷﺪ، ﺷﻨﺎﺧﺘﻪ ﻣﻲ ﺷﻮد.
اﻛﺜﺮ ﺑﺎﻛﺘﺮي ﻫﺎي ﻋﻔﻮﻧﻲ در ﻣﺎﻫﻴﺎن ﻓﺮﺻﺖ ﻃﻠﺐ ﺑﻮده و ﺑﺪﻳﻦ ﻣﻌﻨﺎﺳﺖ ﻛﻪ وﺟﻮد ﻋﺎﻣﻞ ﺑﻴﻤـﺎرﻳﺰا در ﻣﺤـﻴﻂ ﺑـﺮاي 
اﻓﺰاﻳﺶ ﺣﺴﺎﺳﻴﺖ ﻣﺎﻫﻲ ﻧﺴـﺒﺖ ﺑـﻪ  اﻳﺠﺎد ﺑﻴﻤﺎري ﻛﺎﻓﻲ ﻧﻤﻲ ﺑﺎﺷﺪ. ﻋﻮاﻣﻞ ﻣﺤﻴﻄﻲ و ﻳﺎ ﺿﻌﻒ ﺳﻴﺴﺘﻢ اﻳﻤﻨﻲ ﻣﻮﺟﺐ
ﮔﺮدد و اﻳﻦ ﭘﺪﻳﺪه، اﻛﺜﺮاً ﺗﻮﺳﻂ اﺳﺘﺮس ﺗﺴﺮﻳﻊ ﻣﻲ ﻳﺎﺑﺪ. اﺳﺘﺮس در اﻏﻠﺐ ﻣﻮارد، ﻧﻘـﺶ ﻣﻬﻤـﻲ ﻋﻮاﻣﻞ ﺑﻴﻤﺎرﻳﺰا ﻣﻲ 
را در ﺷﻴﻮع ﺑﻴﻤﺎرﻳﻬﺎي ﻋﻔﻮﻧﻲ در ﺟﻤﻌﻴﺖ ﻣﺎﻫﻲ ﻫﺎ اﻳﺠﺎد ﻣﻲ ﻛﻨﺪ. ﺑﻌﻀﻲ از اﻳﻦ اﺳﺘﺮس ﻫﺎ  ﺷـﺎﻣﻞ اﻓـﺰاﻳﺶ دﻣـﺎي 
درﺟﻪ ﺳﺎﻧﺘﻲ ﮔﺮاد، ﻧﺎﻣﻨﺎﺳﺐ ﺑـﻮدن ﻛﻴﻔﻴـﺖ آب از ﺟﻤﻠـﻪ ﺑـﺎﻻ ﺑـﻮدن  71ﻴﺶ از آب )ﻣﺜﻼً در ﻃﻮل ﺗﺎﺑﺴﺘﺎن( اﻏﻠﺐ ﺑ
ﻣﻴﻠـﻲ ﮔـﺮم در ﻣﻴﻠـﻲ ﻟﻴﺘـﺮ ﻣـﻲ  4ﺳﻄﺢ آﻣﻮﻧﻴﻮم ﻳﺎ ﻏﻠﻈﺖ ﻧﻴﺘﺮات و ﻧﻴﺘﺮﻳﺖ و ﻛﺎﻫﺶ اﻛﺴﻴﮋن ﻏﻴﺮ ﻣﺤﻠﻮل ﻛﻤﺘـﺮ از 
  . (5991 ,radlE)ﺑﺎﺷﺪ
ﺪ ﻛﻪ ﻧﺴﺒﺖ ﺑﻪ اﻳﻦ ﻋﻔﻮﻧﺖ ﻣﺸﺎﺑﻪ دﻳﮕﺮ ﺑﻴﻤﺎري ﻫﺎي اﺳﺘﺮﭘﺘﻮﻛﻮﻛﻲ، ﻣﺎﻫﻲ ﻫﺎي ﻣﻴﺎﻧﺴﺎل و ﻣﺴﻦ، ﮔﺮوﻫﻬﺎﻳﻲ ﻣﻲ ﺑﺎﺷﻨ
ﺣﺴﺎﺳﻴﺖ ﺑﻴﺸﺘﺮي دارﻧﺪ، ﻫﺮ ﭼﻨﺪ ﻛﻪ ﺷﻴﻮع ﻫﺎي ﺟﺪﻳﺪ ﻋﻔﻮﻧﺖ در اﺳﺘﺮاﻟﻴﺎ ﭘﻴﺸﻨﻬﺎد ﻛﻨﻨﺪه اﻳﻦ اﺳﺖ ﻛﻪ ﻣﺎﻫﻲ ﻫـﺎي 
 .  (7991 ,.la te reivocreB)ﻣﻲ ﺑﺎﺷﻨﺪ ﺟﻮان ﻧﻴﺰ ﺑﻪ اﺳﺘﺮﭘﺘﻮﻛﻮك اﻳﻨﻴﻪ ﺣﺴﺎس
  
  ﻋﻼﺋﻢ ﻛﻠﻴﻨﻴﻜﻲ در ﻣﺎﻫﻲ -1-3
ﻢ ﻛﻠﻴﻨﻴﻜﻲ را ﻧﺸﺎن دﻫﻨﺪ. اﻳﻦ ﻋﻼﺋﻢ ﺷﺎﻣﻞ ﺷﻨﺎ ﻛـﺮدن ﻏﻴـﺮ ﻃﺒﻴﻌـﻲ ﻣﺎﻫﻲ ﻫﺎي آﻟﻮده ﻣﻤﻜﻦ اﺳﺖ ﻳﻚ ﻳﺎ ﭼﻨﺪ ﻋﻼﺋ
ﻣﺜﻞ ﺣﺮﻛﺖ ﻣﺎرﭘﻴﭽﻲ ﻳﺎ ﺣﺎﻟﺖ دوك ﻧﺦ رﻳﺴﻲ، ﺷﻨﺎي ﻋﻤﻮدي، از دﺳﺖ دادن ﻛﻨﺘﺮل ﺷﻨﺎوري، ﺑﻲ ﺣـﺎﻟﻲ ، ﻛﺒـﻮد 
ﺷﺪن ﺑﺪن، اﮔﺰوﻓﺘﺎﻟﻤﻲ ﻳﻚ ﻳﺎ دو ﻃﺮﻓﻪ، ﺧﻮﻧﻲ ﺷﺪن ﭼﺸﻢ ﻳﺎ اﻃـﺮاف آن ، ﺑﻴـﺮون زدﮔـﻲ ﻳـﻚ ﻳـﺎ ﻫـﺮ دو ﭼﺸـﻢ، 
زﺧﻢ روي ﺑﺪن، ادم و ﺑﺎدﻛﺮدﮔﻲ ﺷﻜﻢ ﻣﻲ ﺑﺎﺷﺪ. در ﻣﻮاردي ﻣﺎﻫﻴﺎن ﺑﻴﻤﺎر ﺗـﺎ زﻣـﺎن ﻣـﺮگ  ﻛﺪورت ﻗﺮﻧﻴﻪ، وﺟﻮد
  ﻓﺎﻗﺪ ﻧﺸﺎﻧﻲ ﻫﺎي آﺷﻜﺎري ﻣﻲ ﺑﺎﺷﻨﺪ. 
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در ﻣﻴﺎن ﻋﻼﺋﻢ ذﻛﺮ ﺷﺪه، ﺧﻮﻧﺮﻳﺰي، اﮔﺰوﻓﺘﺎﻟﻤﻴﺎ، ﺣﺮﻛﺖ ﻣﺎرﭘﻴﭽﻲ و ﻣﺮگ ﻓﻮري و ﭘﻴﺸﺮوﻧﺪه در ﻣﻴﺎن اﻏﻠﺐ ﻣﺎﻫﻲ 
  ﻫﺎي آﻟﻮده ﺑﻴﺸﺘﺮ ﻣﺸﺎﻫﺪه ﻣﻲ ﺷﻮد. 
ﻮﻟﻮژي ﻧﻴﺰ ﺑﻴﻤﺎري ﺑﺎ ﺑﺰرگ ﺷﺪن ﻃﺤﺎل، رﻧﮓ ﭘﺮﻳﺪﮔﻲ ﻛﺒـﺪ و اﻟﺘﻬـﺎب ﻗﻠـﺐ و ﻛﻠﻴـﻪ ﻫﻤـﺮاه ﻣـﻲ از ﻧﻈﺮ ﻋﻼﺋﻢ ﭘﺎﺗ
ﺑﺎﺷﺪ. اﻛﺜﺮ اﺳﺘﺮﭘﺘﻮﻛﻮك ﻫﺎ، ﺑﺎﻋﺚ ﻋﻔﻮﻧﻲ ﺷﺪن ﻣﻐﺰ و ﺳﻴﺴﺘﻢ ﻋﺼﺒﻲ ﻣﺎﻫﻲ ﻧﻴﺰ ﻣﻲ ﺷﻮﻧﺪ ﻛﻪ ﺑﺎﻋﺚ ﺷﻨﺎ ﻛﺮدن ﻏﻴـﺮ 
ﺗﻤﺎﻳﻞ ﺑﻪ اﻳﺠﺎد زﺧـﻢ اﺳﺘﺮﭘﺘﻮﻛﻮﻛﻮس اﻳﻨﻴﻪ ﻣﻌﻤﻮﻻً   1ﻃﺒﻴﻌﻲ و ﻋﻤﻮدي ﻣﺎﻫﻲ آﻟﻮده ﻣﻲ ﺷﻮد. اﻳﺰوﻟﻪ ﻫﺎي ﺳﺮوﺗﻴﭗ 
، ﻋﻼﺋـﻢ ﺑﻴﻤﺎرﻳﻬـﺎي ﻋﻔـﻮﻧﻲ و ﺳﻴﺴـﺘﻤﻴﻚ ﺑـﺎ  IIﻫﺎي ﻋﺼﺒﻲ دارﻧﺪ و ﻋﻔﻮﻧﺖ ﻫﺎي ﺣﺎﺻﻞ از اﻳﺰوﻟﻪ ﻫـﺎي ﺳـﺮوﺗﻴﭗ 
 . (1002,.la te hcarhcaB)اﻧﺘﺸﺎر ﺑﻪ ﭼﻨﺪﻳﻦ ﻋﻀﻮ ﺑﺪن و ﺧﻮﻧﺮﻳﺰي اﻳﺠﺎد ﻣﻴﻜﻨﻨﺪ
  
  ﺮروري ﺑﺮ ﻣﻨﺎﺑﻊﻣ -1-4
ﺑﺎ اﻳﺠﺎد ﭼﻨﺪﻳﻦ آﺑﺴﻪ  llab flogي را ﻛﻪ ﻋﺎﻣﻞ ﺑﻴﻤﺎري اﺳﺘﺮﭘﺘﻮﻛﻮك ﺟﺪﻳﺪ reiP ,nidaM، 6791ﻧﺨﺴﺘﻴﻦ ﺑﺎر در ﺳﺎل 
ﺑﻮد ﻣﺸﺨﺺ ﻛﺮدﻧﺪ، ﻛﻪ در ﺳﺎن ﻓﺮاﻧﺴﻴﺴﻜﻮ  sisnerffoeg ainIزﻳﺮ ﺟﻠﺪي در ﻳﻚ دوﻟﻔﻴﻦ آب ﺷﻴﺮﻳﻦ آﻣﺎزون ﺑﻪ ﻧﺎم 
  . (6791 ,.la te reiP)ﺑﻪ ﻧﺎم اﺳﺘﺮﭘﺘﻮﻛﻮك اﻳﻨﻴﻪ ﻧﺎﻣﻴﺪه ﺷﺪ
در آزﻣﺎﻳﺸـﮕﺎه ﺑـﻪ ﭘﺎﻛﺴـﺎزي  eaini.Sﺑﻴﻤـﺎرﻳﺰاي  و ﻫﻤﻜﺎراﻧﺶ ﻧﺸﺎن دادﻧـﺪ ﻛـﻪ ﺳـﻮﻳﻪ ﻫـﺎي  relluF، 1002در ﺳﺎل 
ﻓﺎﮔﻮﺳﻴﺘﻮزي، ﻧﺴﺒﺖ ﺑﻪ ﺳﻮﻳﻪ ﻫﺎي ﻏﻴﺮ ﺑﻴﻤﺎرﻳﺰا ﺑﻴﺸﺘﺮ ﻣﻘﺎوﻣﻨﺪ و ﺑﺮ ﺧـﻼف آﻧﻬـﺎ، ﺳﻴﺘﻮﺗﻮﻛﺴـﻴﻴﻴﺘﻲ ﻣﺴـﺘﻘﻴﻤﻲ ﺑـﺮاي 
  . (1002 ,.la te relluF)ﺳﻠﻮل ﻫﺎي اﻧﺪوﺗﻠﻴﺎل اﻧﺴﺎﻧﻲ از ﺧﻮد ﻧﺸﺎن ﻣﻲ دﻫﻨﺪ
ﻪ اﺳﺘﺮﭘﺘﻮﻛﻮﻛﻮس اﻳﻨﻴﻪ ﺑﻴﻤﺎرﻳﺰا در اﻧﺴﺎن و ﻣـﺎﻫﻲ ﻣﺘﻌﻠـﻖ ﺑـﻪ ﻧﺸﺎن دادﻧﺪ ﻛ EGFP، ﺑﺎ روش 5002در ﺳﺎل  malkcaF
ﻳﻚ ﻛﻠﻮن واﺣﺪ ﻣﻲ ﺑﺎﺷﻨﺪ، در ﺣﺎﻟﻴﻜﻪ اﻳﺰوﻟـﻪ ﻫـﺎي ﺟـﺪا ﺷـﺪه از ﻣـﺎﻫﻲ ﺳـﺎﻟﻢ از ﻧﻈـﺮ ژﻧﺘﻴﻜـﻲ ﺑـﺎ آﻧﻬـﺎ ﻣﺘﻔـﺎوت 
  .  (5002 ,malkcaF)ﺑﻮدﻧﺪ
 2س اﻳﻨﻴـﻪ، ﺑﺎ ﺑﺮرﺳﻲ ﻣﻘـﺎﻻت ﻧﺸـﺎن دادﻧـﺪ ﻛـﻪ اﺳـﺘﺮﭘﺘﻮﻛﻮﻛﻮ  7002 در ﺳﺎل senraB.C werdnAو  wengA ydneW
ﺳـﺮوﺗﻴﭗ ﺑﺮاﺳـﺎس ﺗﻮاﻧـﺎﻳﻲ واﻛـﻨﺶ ﺑـﺎ رﻳﺒـﻮز و آرژﻧـﻴﻦ دي ﻫﻴـﺪروﻻز ﻣـﻲ  2ﺳـﻮرﺗﻴﭗ ﻣﺨﺘﻠـﻒ دارد. ﺗﻔـﺎوت 
  (5002 ,werdnA dna ydneW)ﺑﺎﺷﺪ
را روي ﺻﻨﻌﺖ آﺑﺰﻳـﺎن در  eaini.Sو ﻫﻤﻜﺎراﻧﺶ ، ﺗﺨﻤﻴﻦ ﺳﺎﻻﻧﻪ زﻳﺎن اﻗﺘﺼﺎدي ﻋﻔﻮﻧﺖ  rekameohS 1002در ﺳﺎل 
 te rekameohS)ﻣﻴﻠﻴـﻮن دﻻر ﺑـﺮآورد ﻧﻤﻮدﻧـﺪ  001ﻴﻮن دﻻر و در ﺳﻄﺢ ﺟﻬﺎن ﻣﻴﻠ 01در ﻛﺸﻮر آﻣﺮﻳﻜﺎ،  7991ﺳﺎل 
  . (1002 ,.la
ﭼﻨﺪﻳﻦ ﺗﻜﻨﻴﻚ ﻣﻮﻟﻜﻮﻟﻲ ﺑﺮاي ﺗﺸﺨﻴﺺ ﺑﺎﻛﺘﺮي اﺳﺘﺮﭘﺘﻮﻛﻮﻛﻮس اﻳﻨﻴﻪ اﻧﺠﺎم ﺷـﺪه ﻛـﻪ ﻧﺴـﺒﺖ ﺑـﻪ ﺗﺴـﺘﻬﺎي روﺗـﻴﻦ 
ﻦ ﺗـﻮاﻟﻲ ﺗﻌﻴـﻴ و ﻫﻤﻜـﺎراﻧﺶ، از روش  egdirreB، 8991آزﻣﺎﻳﺸﮕﺎﻫﻲ ﺣﺴﺎس ﺗﺮ و وﻳﮋﮔﻲ ﺑـﺎﻻﺗﺮي دارد. در ﺳـﺎل 
  . (8991 ,.la te egdirreB)اﺳﺘﻔﺎده ﻛﺮدﻧﺪ eaini.Sرﻳﺒﻮزوﻣﻲ ﺟﻬﺖ ﺗﺸﺨﻴﺺ  S61و  S32ﻧﺎﺣﻴﻪ ﺑﻴﻦ 
ﺑـﻮد  eaini.S، ﻛـﻪ زن ﻫـﺪف ﺑـﺮاي ﺗﺸـﺨﻴﺺ  06ﻫﻴﺒﺮﻳﺪاﺳﻴﻮن ژن ﭼـﺎﭘﺮون  AND، از ﺗﻜﻨﻴﻚ  hoG 8991در ﺳﺎل 
  . (8991 ,hoG)اﺳﺘﻔﺎده ﻧﻤﻮدﻧﺪ
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ز اﻛﺴــﻴﺪاز را اراﺋــﻪ ﻧﻤﻮدﻧــﺪ ﻛــﻪ ﺟﻬــﺖ ﺗﺸــﺨﻴﺺ ﺑﺮاﺳــﺎس ژن ﻻﻛﺘــﺎ  RCP، ﺗﻜﻨﻴــﻚ 4002در ﺳــﺎل  ataM
روز ﻛﻪ  2-3رﻳﺒﻮزوﻣﻲ ﺑﺮﺧﻮردار ﺑﻮد و ﻋﻠﻲ رﻏﻢ زﻣﺎن  S61اﺳﺘﺮﭘﺘﻮﻛﻮﻛﻮس اﻳﻨﻴﻪ از وﻳﮋﮔﻲ ﺑﻴﺸﺘﺮي ﻧﺴﺒﺖ ﺑﻪ ژن 
ﺗﻮﺳﻂ ﻛﺸﺖ و ﺗﺴﺖ ﻫﺎي ﺑﻴﻮﺷﻴﻤﻴﺎﻳﻲ ﻧﻴﺎز ﺑﻮد ، اﻳﻦ ﺗﻜﻨﻴﻚ ﻃﻲ ﻳﻚ روز ﻗـﺎدر ﺑـﻪ   eaini.Sﺑﺮاي ﺗﺸﺨﻴﺺ روﺗﻴﻦ 
  . (4002 ,ataM)ﺑﻮد  eaini.Sﺷﻨﺎﺳﺎﻳﻲ 
ﺑﺮاﺳـﺎس ﻣﻨﻮﻛﻠﻮﻧـﺎل آﻧﺘـﻲ ﺑـﺎدي را ﻛـﻪ ﺣﺴﺎﺳـﻴﺖ و  TAFI، ﺗﻜﻨﻴـﻚ  6002و ﻫﻤﻜـﺎراﻧﺶ در ﺳـﺎل  suiselkاﺧﻴﺮاً 
وﻳﮋﮔﻲ ﺑﻴﺸﺘﺮي ﻧﺴﺒﺖ ﺑﻪ ﻛﺸﺖ روﺗﻴﻦ ﭘﻠﻴﺖ را دارد اراﺋﻪ ﻛﺮدﻧﺪ ﻛﻪ از ﻛﻴﺖ ﺗﺠﺎري ﻣﻨﻮﻛﻠﻮﻧﺎل آﻧﺘﻲ ﺑﺎدي اﺳﺘﻔﺎده 
  . (6002 ,.la te suiselK)ﻧﻤﻮدﻧﺪ
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  ﻣﻮاد و روﺷﻬﺎ -2
  ﻛﺸﺖ و ﺟﺪاﺳﺎزي ﺑﺎﻛﺘﺮي -2-1
 .ﻣﺎﻫﻲ ﻫﺎي آﻟﻮده اي ﻛﻪ داراي ﻋﻼﺋﻢ ﻛﻠﻴﻨﻴﻜﻲ ﺑﻮدﻧﺪ ﺟﻬﺖ اﻳﺰوﻟﻪ و ﺟﺪاﺳﺎزي ﺑﺎﻛﺘﺮي ﻣﻮرد ﺑﺮرﺳﻲ ﻗﺮار ﮔﺮﻓﺘﻨﺪ
ﺗﻮﺳﻂ ﺳﻮاپ اﺳﺘﺮﻳﻞ از اﻋﻀﺎي ﻣﺨﺘﻠﻒ ﻣﺎﻫﻲ از ﺟﻤﻠﻪ ﻣﻐﺰ، ﻗﻠﺐ ، ﻋﻀﻠﻪ و اﻣﻌﺎ و اﺣﺸﺎ ﻧﻤﻮﻧﻪ ﺑﺮداري ﺷﺪ و ﺳﻮاپ 
 73ﮔﻮﺳﻔﻨﺪي ﺑﺮده  وﻛﺸﺖ ﺧﻄﻲ داده ﺷﺪ. ﭘﻠﻴﺖ ﻫﺎ در اﻧﻜﻮﺑﺎﺗﻮر % ﺧﻮن 5را روي ﻣﺤﻴﻂ آﮔﺎر ﺧﻮﻧﺪار ﺣﺎوي 
 - ﺳﺎﻋﺖ، ﻛﻠﻨﻲ ﻫﺎي ﻛﺎﻣﻼً ﻣﺨﺎﻃﻲ ﻫﻤﺮاه ﺑﺎ واﻛﻨﺶ ﺑﺘﺎ 42ﺳﺎﻋﺖ ﻧﮕﻬﺪاري ﺷﺪﻧﺪ. ﭘﺲ از  42درﺟﻪ ﺑﻪ ﻣﺪت 
ﻫﻤﻮﻟﻴﺰ در اﻃﺮاف آﻧﻬﺎ ﻣﺸﺎﻫﺪه ﺷﺪ ﻛﻪ از ﻧﻈﺮ ﺗﺴﺖ ﻫﺎي ﻛﺎﺗﺎﻻز و اﻛﺴﻴﺪاز ﻣﻨﻔﻲ ﺑﻮدﻧﺪ و در زﻳﺮ ﻣﻴﻜﺮوﺳﻜﻮپ 
  ﻛﻮﻛﺴﻲ ﻫﺎي ﮔﺮم ﻣﺜﺒﺖ و زﻧﺠﻴﺮه اي اﺳﺘﺮﭘﺘﻮﻛﻮﻛﻲ ﻣﺸﺎﻫﺪه ﺷﺪﻧﺪ. ﻧﻴﺰ ﺑﻪ ﺻﻮرت 
ﺑﺮاي ﺗﺎﻳﻴﺪ اﺳﺘﺮﭘﺘﻮﻛﻮﻛﻮس  RCPﺟﻬﺖ اﻧﺠﺎم واﻛﻨﺶ  ANDاز اﻳﻦ ﻛﻠﻨﻲ ﻫﺎ در ﻣﺮاﺣﻞ ﺑﻌﺪي و ﺑﺮاي اﺳﺘﺨﺮاج 
 ﻧﻴﺰ ﻛﺸﺖ داده ﺷﺪﻧﺪ.  BLاﻳﻨﻴﻪ و ﺑﻘﻴﻪ ﻣﺮاﺣﻞ ﺗﺤﻘﻴﻖ اﺳﺘﻔﺎده ﺷﺪ و روي ﻣﺤﻴﻂ 
  
  مﻛﻠﺮوﻓﺮ –ﺑﻪ روش ﻓﻨﻞ  ANDاﺳﺘﺨﺮاج  -2-2
 005ﻣﻴﻠـﻲ ﻟﻴﺘـﺮ ﺣـﺎوي  1/5ﻛﻠﻨـﻲ ( از ﻣﺤـﻴﻂ ﻛﺸـﺖ ﺑـﻪ ﻟﻮﻟـﻪ اﭘﻨـﺪروف  5اﺑﺘﺪا ﺗﻌﺪادي از ﻛﻠﻨﻲ ﻫﺎ ) ﺣـﺪود  -1
    sirTﺑﻪ ﻣﺪت ﻳﻚ ﺷﺒﺎﻧﻪ روز ﻗـﺮار داده ﺷـﺪ.  73 ºCﻣﻴﻜﺮوﻟﻴﺘﺮ ﺑﺎﻓﺮ ﻣﺘﻼﺷﻲ ﻛﻨﻨﺪه ﻣﻨﺘﻘﻞ ﻛﺮده ، ﺳﭙﺲ در ﺑﻦ ﻣﺎري 
ﻣﻮﺟـﻮد در آن ﻧﻴـﺰ  ﺑـﻪ  SDSﻧﺰﻳﻢ ﻫـﺎي ﻧﻮﻛﻠﺌـﺎز و ﺑﻪ ﻋﻨﻮان ﻣﻬﺎر ﻛﻨﻨﺪه آ ATDEﻣﻮﺟﻮد در ﺑﺎﻓﺮ ﻧﻘﺶ ﺑﺎﻓﺮي دارد، 
  ﻋﻨﻮان ﺣﻞ ﻛﻨﻨﺪه ﭼﺮﺑﻴﻬﺎي ﻣﻮﺟﻮد در ﻏﺸﺎء ﺳﻠﻮل ﻋﻤﻞ ﻣﻲ ﻛﻨﺪ. 
ﻣﻴﻜﺮوﻟﻴﺘﺮ(، ﺑﻪ اﭘﻨﺪروف ﻓﻨﻞ اﺿﺎﻓﻪ ﺷﺪ و ﺑﻪ ﺷﺪت آن را ﺗﻜﺎن داده ، ﺳـﭙﺲ ﺑـﺎ  005ﻫﻢ ﺣﺠﻢ ﻣﺎﻳﻊ ﻣﻮرد ﻧﻈﺮ ) -2
  ژ اﻧﺠﺎم ﺷﺪ. دﻗﻴﻘﻪ در دﻣﺎي ﻣﺤﻴﻂ ﺳﺎﻧﺘﺮﻳﻔﻮ 5دور در دﻗﻴﻘﻪ ﺑﻪ ﻣﺪت  0008ﺳﺮﻋﺖ 
ﻣﻴﻠﻲ ﻟﻴﺘﺮي ﺟﺪﻳﺪ ﻣﻨﺘﻘﻞ ﻛـﺮده و ﻫـﻢ ﺣﺠـﻢ آن ﻣﺤﻠـﻮل ﻛﻠﺮوﻓـﺮم  1/5ﻣﺎﻳﻊ ﺷﻔﺎف روﻳﻲ را ﺑﻪ ﻟﻮﻟﻪ اﭘﻨﺪروف  -3
دﻗﻴﻘﻪ در دﻣﺎي ﻣﺤـﻴﻂ ﺳـﺎﻧﺘﺮﻳﻔﻮژ اﻧﺠـﺎم  5  دور در دﻗﻴﻘﻪ ﺑﻪ ﻣﺪت 0008اﺿﺎﻓﻪ ﺷﺪ و ﭘﺲ از ﺗﻜﺎن دادن ﺑﺎ ﺳﺮﻋﺖ 
  ﺷﺪ. 
ﺟﺪﻳﺪ ﻣﻨﺘﻘﻞ ﻛـﺮده و ﻳـﻚ دﻫـﻢ ﺣﺠـﻢ ، آن ﻧﻤـﻚ اﺳـﺘﺎت  ﻣﻴﻠﻲ ﻟﻴﺘﺮي 1/5ﻣﺎﻳﻊ ﺷﻔﺎف روﻳﻲ را ﺑﻪ اﭘﻨﺪروف  -4
ﻗـﺮار  -02ﺳﺎﻋﺖ در ﻓﺮﻳـﺰر  2ﻣﻮﻻر و دو ﺑﺮاﺑﺮ ﺣﺠﻢ ﻛﻠﻲ اﻟﻜﻞ ﻣﻄﻠﻖ ﺳﺮد اﺿﺎﻓﻪ ﻧﻤﻮده، ﺑﻪ ﻣﺪت ﻧﻴﻢ اﻟﻲ  3ﺳﺪﻳﻢ 
  ﻛﻤﻚ ﻣﻲ ﻛﻨﺪ.  ANDداده ﺷﺪ. ﻛﻪ ﺳﺮﻣﺎ ﺑﻪ رﺳﻮب 
  ﻧﺘﺮﻳﻔﻮژ ﺷﺪ. دﻗﻴﻘﻪ ﺳﺎ 01-51درﺟﻪ ﺑﻪ ﻣﺪت  4دور در دﻗﻴﻘﻪ در دﻣﺎي  00021ﺳﭙﺲ ﺑﺎ ﺳﺮﻋﺖ  -5
% ﺷﺴﺘﺸﻮ داده ﺷﺪ. اﻳﻦ ﻋﻤﻞ ﺑﻪ ﻣﻨﻈﻮر 07ﻣﻴﻜﺮوﻟﻴﺘﺮ اﻟﻜﻞ اﺗﺎﻧﻞ  001ﻣﺎﻳﻊ روﻳﻲ ﺗﺨﻠﻴﻪ ﺷﺪه و رﺳﻮب ﺣﺎﺻﻞ ﺑﺎ  -6
% ، ﭼﻨﺪ ﺑﺎر ﺑﻪ اﻧﺘﻬﺎي اﭘﻨـﺪروف ﺿـﺮﺑﻪ زده و 07ﺻﻮرت ﮔﺮﻓﺖ. ﭘﺲ از اﺿﺎﻓﻪ ﻧﻤﻮدن اﺗﺎﻧﻞ   ANDﺣﺬف اﻣﻼح از 
% 07دﻗﻴﻘﻪ ﺳﺎﻧﺘﺮﻳﻔﻮژ ﮔﺮدﻳﺪ. اﺗﺎﻧﻞ  2ﻧﺘﻲ ﮔﺮاد ﺑﻪ ﻣﺪت درﺟﻪ ﺳﺎ 4دور در دﻗﻴﻘﻪ در دﻣﺎي  00021ﺳﭙﺲ ﺑﺎ ﺳﺮﻋﺖ 
  ﺑﺎﻋﺚ ﺷﺴﺘﺸﻮي ﻧﻤﻜﻬﺎ ﻣﻲ ﺷﻮد. 
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دﻗﻴﻘﻪ در ﻫﻮاي اﺗﺎق ﻗﺮار ﮔﺮﻓـﺖ ﺗـﺎ ﺧﻨـﻚ  02را ﺑﻪ ﻣﺪت  ANDﻣﺎﻳﻊ روﻳﻲ را ﺗﺨﻠﻴﻪ ﻛﺮده و اﭘﻨﺪروف ﺣﺎوي  -7
  ﺷﻮد و اﺗﺎﻧﻞ ﻣﻮﺟﻮد در آن ﻛﺎﻣﻼً ﺗﺒﺨﻴﺮ ﮔﺮدﻳﺪ. 
دﻗﻴﻘـﻪ  01ب دﻳﻮﻧﻴﺰه اﺳﺘﺮﻳﻞ ﺑﻪ اﭘﻨﺪروف اﺿﺎﻓﻪ ﮔﺮدﻳﺪ و ﺑـﻪ ﻣـﺪت ﻣﻴﻜﺮوﻟﻴﺘﺮ آ 03ﭘﺲ از ﺧﺸﻚ ﺷﺪن ﻟﻮﻟﻪ ،  -8
ﻣﻮﺟﻮد در ﺗﻪ ﻟﻮﻟﻪ ﻛﺎﻣﻼً در آب ﺣﻞ ﮔﺮدد، ﺑﺪﻳﻦ ﺗﺮﺗﻴﺐ  ANDدرﺟﻪ ﺳﺎﻧﺘﻲ ﮔﺮاد ﻧﮕﻬﺪاري ﺷﺪ ﺗﺎ  73در ﺑﻦ ﻣﺎري 
 ﺑﻪ دﺳﺖ آﻣﺪ.  RCPﺧﺎﻟﺺ ﺷﺪه ﺟﻬﺖ اﻧﺠﺎم  AND
  
   RCPاﻧﺠﺎم واﻛﻨﺶ   -2-3
 ANRrS6ﺑﺎ ﭘﺮاﻳﻤﺮﻫﺎي اﺧﺘﺼﺎﺻﻲ  )RCP(واﻛﻨﺶ زﻧﺠﻴﺮه اي ﭘﻠﻴﻤﺮاز ﻜﺜﻴﺮ در اﺳﺘﺨﺮاج ﺷﺪه ﺟﻬﺖ ﺗ ANDﻣﻮﻟﻜﻮل 
  ﻣﻮرد اﺳﺘﻔﺎده ﻗﺮار ﮔﺮﻓﺖ. 
 َ 3-CT   AAA   AGG AAG   CCC   TGT   CTC– َ 5 F prts-1F
   َ 3-GG  CAG  GGA  AAG   ACC   AAT   CAA -َ 5 R prts -1F
 
  ﻣﻴﻜﺮوﻟﻴﺘﺮي ﺑﺎ ﻣﻘﺎدﻳﺮ زﻳﺮ ﺗﻬﻴﻪ ﮔﺮدﻳﺪ: 03واﻛﻨﺶ در ﺣﺠﻢ 
 lµ3                            reffuB RCP*01
  )Mm 51.0( lµ 5.0             )Mm01( erutxiM  PTNd
 )lomocip 02( lµ 2                          )krow( sremirP
  lµ 1                          )Mm 05( 2lCgM
 lµ 2                                            AND
 tinu 1=lµ 52.0                esaremylop AND qaT
 lµ 52.12                                               WD
 ..………………………………………………
 lµ 03                                 emulov  latoT
 
ﻣﻮرد ﻧﻴـﺎز در واﻛـﻨﺶ ﭘـﺲ از ﭼﻨـﺪﻳﻦ ﺑـﺎر ﺗﻜـﺮار واﻛـﻨﺶ   2lCgMو  ANDﺗﻮﺿﻴﺢ اﺳﺖ ﻛﻪ ﻣﻴﺰان ﻏﻠﻈﺖ  ﺷﺎﻳﺎن
در داﺧﻞ ﺗﺮﻣﻮﺳﺎﻳﻜﻠﺮ ﻗﺮار ﮔﺮﻓﺘﻪ و ﺑﺮﻧﺎﻣﻪ ﺗﻨﻈﻴﻤﻲ زﻳﺮ ﺑﻪ ﻛﺎر ﺑﺮده   RCPﻣﺸﺨﺺ ﮔﺮدﻳﺪ. ﻟﻮﻟﻪ ﻫﺎي ﺣﺎوي واﻛﻨﺶ 
  ﺷﺪ:
 َ 5          ْ 49   :noitarutaneD  yramiriP
 َ َ 03          ْ 49                    noitrarutaneD
 َ َ 03          ْ 15                          gnilaennA 
 َ َ 54          ْ 27                          noisnetxE
 ----------------------  x03 detaepeR
 َ 5           ْ 27                  noitnetxE laniF
  ﺷﻨﺎﺧﺘﻪ ﺷﺪ.   eaini.Sﻨﻮان ﺑﻬﺘﺮﻳﻦ دﻣﺎ ﺑﺮاي ﺗﻜﺜﻴﺮ درﺟﻪ ﺑﻪ ﻋ 15 gnilaennaدﻣﺎي 
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  ﺑﺮ روي ژل آﮔﺎرز  RCPاﻟﻜﺘﺮوﻓﻮرز ﻣﺤﺼﻮﻻت  -2-4
. ﻫﺮ ﭼﻪ اﻧﺪازه ﻗﻄﻌﻪ ﺑﺰرﮔﺘﺮ ﺑﺎﺷﺪ از ﻏﻠﻈـﺖ ﻛﻤﺘـﺮي ﺟﻬـﺖ رددا ANDﻏﻠﻈﺖ ژل آﮔﺎرز ﻧﻴﺰ ﺑﺴﺘﮕﻲ ﺑﻪ ﻃﻮل ﻗﻄﻌﻪ 
  ﺖ اﻟﻜﺘﺮوﻓﻮرز اﺳﺘﻔﺎده ﮔﺮدﻳﺪ. درﺻﺪ ﺟﻬ 1از اﮔﺎرز    eaini.Sژل اﺳﺘﻔﺎده ﻣﻲ ﺷﻮد. و ﺑﺎ ﺗﻮﺟﻪ ﺑﻪ اﻧﺪازه 
اﺑﺘﺪا ﻗﺎﻟﺐ ژل را ﺗﻤﻴﺰ ﻧﻤﻮده، آن را آﻣﺎده ﻛﺮده و ﺷﺎﻧﻪ ﻫﺎﻳﻲ ﺑﺮ ﺣﺴﺐ ﻧﻴﺎز ﭼﺎﻫﻚ روي آن ﻗﺮار داده ﺷﺪ. ﺑﺎ ﺗﻮﺟﻪ 
ﮔﺮم از ﭘﻮدر آﮔﺎرز ﺑـﺎ ﺗـﺮازوي  0/1درﺻﺪ،  1ﮔﺎرز آژل  01lmﺑﻪ درﺻﺪ و ﺣﺠﻢ ﻣﻮرد ﻧﻴﺎز ژل، ﻣﺜﻼً ﺑﺮاي ﺳﺎﺧﺖ 
را ﺑﻪ ﺣﺠـﻢ   05ﻣﻴﻠﻲ ﻟﻴﺘﺮ از ﺑﺎﻓﺮ * 01،  EAT*1ﻣﺨﻠﻮط ﮔﺮدﻳﺪ. ﺟﻬﺖ ﺗﻬﻴﻪ ﺑﺎﻓﺮ  EAT*1دﻳﺠﻴﺘﺎل وزن ﺷﺪ و ﺑﺎ ﺑﺎﻓﺮ 
ﻣﻴﻠﻲ ﻟﻴﺘﺮ ﺑﺎ آب ﻣﻘﻄﺮ دﻳﻮﻧﻴﺰه رﺳﺎﻧﻴﺪه ﺷﺪ. ﭘﺲ از اﺿﺎﻓﻪ ﻧﻤﻮدن ﺑﺎﻓﺮ ﺑﻪ ﭘـﻮدر اﮔـﺎرز، آن را ﺣـﺮارت داده ﺗـﺎ  005
ﻣﻨﻈـﻮر ﺟﻠـﻮﮔﻴﺮي از ﭘﻮدر آﮔﺎرز ﻛﺎﻣﻼً در ﺑﺎﻓﺮ ﺣﻞ ﺷﺪه و ﺟﻮﺷﻴﺪ و در ﻧﻬﺎﻳﺖ ﻣﺤﻠـﻮل ﺷـﻔﺎﻓﻲ ﺣﺎﺻـﻞ ﺷـﺪ. ﺑـﻪ 
ﻣﻴﻠﻲ ﻟﻴﺘﺮ ﺑﺎﻓﺮ اﺿﺎﻓﻪ در ﻧﻈﺮ ﮔﺮﻓﺘﻪ ﺷـﺪ. ﭘـﺲ از  0/5-1اﻓﺰاﻳﺶ ﻏﻠﻈﺖ ژل ﻫﻨﮕﺎم ﺟﻮﺷﺎﻧﺪن و ﺗﺒﺨﻴﺮ ﺑﺎﻓﺮ، ﺑﻪ ﻣﻘﺪار 
ﻣﻴﻜﺮوﻟﻴﺘـﺮ از ﻣﺤﻠـﻮل اﺗﻴـﺪﻳﻮم  2-3ﻣﻴﻠﻲ ﻟﻴﺘﺮ از ﻣﺤﻠﻮل آﮔﺎرز،  01درﺟﻪ، ﺑﻪ ازاي ﻫﺮ  06ﺧﻨﻚ ﺷﺪن ژل ﺗﺎ دﻣﺎي 
ﻣﻴﻜﺮوﮔﺮم در ﻣﻴﻠﻲ ﻟﻴﺘـﺮ از اﺗﻴـﺪﻳﻮم ﺑﺮوﻣﺎﻳـﺪ در ژل ﺣﺎﺻـﻞ آﻳـﺪ و  1ﻲ ﺑﺮوﻣﺎﻳﺪ ﺑﻪ آن اﺿﺎﻓﻪ ﮔﺮدﻳﺪ ﺗﺎ ﻏﻠﻈﺖ ﻧﻬﺎﻳ
  ﭘﺲ از ﻣﺨﻠﻮط ﻛﺮدن داﺧﻞ ﻗﺎﻟﺐ رﻳﺨﺘﻪ ﺷﺪ. 
  ﻻزم ﺑﻪ ذﻛﺮ اﺳﺖ ﺑﻪ دﻟﻴﻞ ﺑﺨﺎر ﺳﻤﻲ اﺗﻴﺪﻳﻮم ﺑﺮوﻣﺎﻳﺪ، ﻫﻨﮕﺎم اﺳﺘﻔﺎده ﺣﺘﻤﺎً از دﺳﺘﻜﺶ و ﻣﺎﺳﻚ اﺳﺘﻔﺎده ﺷﻮد. 
ﺎن ﻧﻴﺎز دارد، ﻗﺎﻟﺐ ﺣـﺎوي ژل ﻣﻨﻌﻘـﺪ ﺷـﺪه در دﻗﻴﻘﻪ زﻣ 51-03ﭘﺲ از ﺑﺴﺘﻪ ﺷﺪن ژل ﻛﻪ ﺑﺴﺘﻪ ﺑﻪ ﻏﻠﻈﺖ ژل ﺣﺪود 
 ﻗﺮار داده ﺷﺪه و ﺷﺎﻧﻪ ﻫﺎ ﺑﺎ اﺣﺘﻴﺎط از ﻗﺎﻟﺐ ﺧﺎرج ﮔﺮدﻳﺪ. EAT*1داﺧﻞ ﺗﺎﻧﻚ اﻓﻘﻲ اﻟﻜﺘﺮوﻓﻮرز ﺣﺎوي ﺑﺎﻓﺮ 
 
  
  ﻣﺮﺣﻠﻪ ﻟﻮدﻳﻨﮓ و اﻟﻜﺘﺮوﻓﻮرز -
ﺎ اﺳـﺘﻔﺎده از ﻣﻴﻜﺮوﻟﻴﺘﺮ ﺑﺎ ﻓﺮ ﻟﻮدﻳﻨﮓ ﻣﺨﻠﻮط ﺷﺪه و ﺑ ـ 3ﺑﺎ  RCPﻣﻴﻜﺮوﻟﻴﺘﺮ از ﻣﺤﻠﻮل  51، ﻣﻘﺪار RCPﭘﺲ از اﻧﺠﺎم 
داﺧﻞ ﭼﺎﻫﻚ ﻫﺎي اﻳﺠﺎد ﺷﺪه در ژل رﻳﺨﺘﻪ ﺷﺪ. ﺑﻪ دﻟﻴﻞ ﺳﻨﮕﻴﻨﻲ و ﻏﻠﻈﺖ ﺳـﺎﻛﺮز ﻣﻮﺟـﻮد در ﺳﻤﭙﻠﺮ ﺑﻪ آﻫﺴﺘﮕﻲ 
ﺑﺎﻓﺮ ﻟﻮدﻳﻨﮓ، ﻧﻤﻮﻧﻪ در داﺧﻞ ﭼﺎﻫﻚ ﻓﺮو رﻓﺖ و وﺟﻮد رﻧﮓ ﺑﺮوﻣﻮﻓﻨﻞ ﺑﻠﻮ ﺑﺎﻋﺚ ﻣﺸـﺎﻫﺪه و ﭘﻴﮕﻴـﺮي ﺳـﺮﻋﺖ و 
  ﻧﺤﻮه ﺣﺮﻛﺖ ﻧﻤﻮﻧﻪ ﺑﺎرﮔﻴﺮي ﺷﺪه ﺧﻼل اﻧﺠﺎم اﻟﻜﺘﺮوﻓﻮرز ﺷﺪ. 
از ﺑﺎرﮔﻴﺮي ﭼﺎﻫﻚ ﻫﺎ از ﻧﻤﻮﻧﻪ ﻣﻮرد ﻧﻈﺮ، ﺗﺎﻧﻚ اﻟﻜﺘﺮوﻓﻮرز ﺑﻪ ﻣﻨﺒﻊ ﺗﻐﺬﻳﻪ وﺻﻞ ﮔﺮدﻳﺪ. ﺑﺎﻳﺪ دﻗـﺖ ﻣـﻲ ﺷـﺪ ﭘﺲ 
را ﺑﻪ ﮔﻮﻧﻪ اي داﺧﻞ ﺗﺎﻧﻚ ﻗﺮار داد ﻛﻪ ﭼﺎﻫﻚ ﻫﺎي ﻣﻮﺟـﻮد در ژل در ﺳـﻤﺖ ﻗﻄـﺐ ﻣﻨﻔـﻲ ﺗﺎﻧـﻚ ﻗـﺮار   tsaCﻛﻪ 
ﺘـﺎژ ﻣـﻮرد اﺳـﺘﻔﺎده در از ﺳـﻤﺖ ﻣﻨﻔـﻲ ﺑـﻪ ﻣﺜﺒـﺖ اﺳـﺖ. ﻣﻴـﺰان وﻟ  ANDﮔﺮﻓﺘﻪ ﺑﺎﺷﻨﺪ زﻳﺮا ﺟﻬﺖ ﺣﺮﻛﺖ ﻣﻮﻟﻜـﻮل 
وﻟـﺖ ﺑـﻪ ازاي ﻫـﺮ ﺳـﺎﻧﺘﻲ ﻣﺘـﺮ از ﻃـﻮل ژل در ﻧﻈـﺮ ﮔﺮﻓﺘـﻪ ﺷـﺪ. ﻫﻨﮕﺎﻣﻴﻜـﻪ رﻧـﮓ  5ﮔﺎرز ﺗﻘﺮﻳﺒﺎً آاﻟﻜﺘﺮوﻓﻮرز ژل 
، ﺑﺎﻧـﺪ  VUﺑﺮوﻣﻮﻓﻨﻞ ﺑﻠﻮ ﺣﺪود ﺳﻪ ﭼﻬﺎرم ﻃﻮل ژل را ﻃﻲ ﻧﻤﻮد، ژل را از ﺗﺎﻧﻚ ﺧﺎرج ﻛﺮده و ﺑـﺎ اﺳـﺘﻔﺎده از ﻧـﻮر 
 ﻣﻮرد ﻧﻈﺮ ردﻳﺎﺑﻲ ﮔﺮدﻳﺪ. 
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  RCP اﻧﺠﺎم واﻛﻨﺶ -2-5
دﻳﮕﺮي ﺟﻬﺖ ﺗﻜﺜﻴﺮ  RCPﻣﻲ ﺑﺎﺷﻨﺪ،   eaini.S، ﺗﺎﻳﻴﺪ ﺷﺪ ﻛﻪ ﺑﺎﻛﺘﺮي ﻫﺎي اﻳﺰوﻟﻪ ﺷﺪه  RCPﭘﺲ از اﻳﻨﻜﻪ ﺑﺎ واﻛﻨﺶ 
  اﺳﺘﻔﺎده ﺷﺪ.  mgpاﻧﺠﺎم ﮔﺮدﻳﺪ ﻛﻪ از ﭘﺮاﻳﻤﺮ ﻃﺮاﺣﻲ ﺷﺪه  mgpژن 
  
 َ 3-AT   TAA   AAG  ACA  TAT   TCA  GTA   CCT     AGG -َ 5     F   mgP
 َ 3-GA   TTA    AGT  GTT   TTC  ACA  ACT  CTT    AAG – َ 5    R  MGP
  
  
  ﻣﻴﻜﺮوﻟﻴﺘﺮي ﺑﺎ ﻣﻘﺎدﻳﺮ زﻳﺮ ﺗﻬﻴﻪ ﮔﺮدﻳﺪ: 03واﻛﻨﺶ در ﺣﺠﻢ 
 lµ3                   X1                                    *OLRCP reffuB
 lµ 5.0           Mm 2.0                    )Mm001( erutxiM   PTNd
 lµ   2           lomp 04                                      )krow( sremirP
 µ   1               Mm1                                    )Mm 05(   2lCgM
 lµ 3                  gµ 1                                                        AND
 lµ 52.0           tinu 52.1                           esaremylop AND qaT
 lµ 52/02           03 otpu                                                         W.D
 --------------------------------------                                -----------------------
 lµ 03                                                          emulov  latoT
  
  در داﺧﻞ دﺳﺘﮕﺎه ﺗﺮﻣﻮﺳﺎﻳﻜﻠﺮ ﻗﺮار ﮔﺮﻓﺘﻪ و ﺑﺮﻧﺎﻣﻪ ﺗﻨﻈﻴﻤﻲ    RCPﻟﻮﻟﻪ ﻫﺎي ﺣﺎوي واﻛﻨﺶ 
  ﺑﻪ ﻛﺎر ﺑﺮده ﺷﺪ:  mgpزﻳﺮ ﺑﺮاي ﺗﻜﺜﻴﺮ ژن 
    َ 5            ْ 49                        noitarutaneD  yramirP
 --------------------------------------                                                                   
  َ ََ 03            ْ 49                                        noitarutaneD
 َ 1            ْ 15                                              gnilaennA
 َ 1            ْ 27                                              noisnetxE
      X03 detaepaR
 -----------------------------------------------------------------------
                َ 5             ْ 27                                    noisnetxE  laniF
  درﺟﻪ اﻧﺘﺨﺎب ﮔﺮدﻳﺪ.  55، دﻣﺎي  mgpﺗﻜﺜﻴﺮ ﺑﺮاي    gnilaennaدر ﻧﻬﺎﻳﺖ ﺑﻬﺘﺮﻳﻦ دﻣﺎي 
روي ژل آﮔﺎرز ﻳﻚ درﺻﺪ اﻧﺠﺎم ﮔﺮﻓﺖ و ﺑﺎ اﺳـﺘﻔﺎده از   RCPﺑﻪ دﻧﺒﺎل آن ﻣﺮاﺣﻞ ﻟﻮدﻳﻨﮓ و اﻟﻜﺘﺮوﻓﻮرز ﻣﺤﻠﻮل 
  ، ﺑﺎﻧﺪ ﻣﻮرد ﻧﻈﺮ ردﻳﺎﺑﻲ ﮔﺮدﻳﺪ.  rotanimallisnarTو دﺳﺘﮕﺎه  VUﻧﻮر 
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  mgpاﺳﺘﺨﺮاج و ﺧﺎﻟﺺ ﺳﺎزي ﻗﻄﻌﻪ   -2-6
  ﺗﺨﻠﻴﺺ ﺑﺎ روش ﻛﻴﺖ  -
 remiDاز ﺟﻤﻠﻪ ﭘﺮاﻳﻤـﺮ  RCPﺳﺎزي ﻗﻄﻌﺎت ﺗﻜﺜﻴﺮ ﺷﺪه از ﺳﺎﻳﺮ ﻣﺤﺼﻮﻻت اﻗﺪام ﺑﻪ ﺧﺎﻟﺺ  RCPﭘﺲ از ﺗﺎﻳﻴﺪ اﻧﺠﺎم 
، ژل ﻣﻮرد ﻧﻈـﺮ در VUو ﺑﺎﻧﺪﻫﺎي ﻏﻴﺮ اﺧﺘﺼﺎﺻﻲ ﮔﺮدﻳﺪ. ﭘﺲ از اﻧﺠﺎم اﻟﻜﺘﺮوﻓﻮرز و ﻣﺸﺎﻫﺪه  ﺑﺎﻧﺪ ﻣﻮرد ﻧﻈﺮ ﺑﺎ ﻧﻮر 
ﺷﺪه ﺗﻮﺳﻂ اﺳﻜﺎﻟﭙﻞ از ﺑﻘﻴﻪ ﻗﺴـﻤﺖ ﻫـﺎي ژل ﺟـﺪا  ﻗﺮار ﮔﺮﻓﺘﻪ و ﻗﻄﻌﺎت ﺗﻔﻜﻴﻚ  rotanimullisnarTﺑﺎﻻي دﺳﺘﮕﺎه 
ﻣﻴﻠﻲ ﻟﻴﺘﺮ ﻗﺮار ﮔﺮﻓـﺖ. ﺳـﭙﺲ ﻃﺒـﻖ ﺑﺮوﺷـﻮر ﻣﻮﺟـﻮد در ﻛﻴـﺖ، ﺑﺮاﺳـﺎس  1/5ﮔﺮدﻳﺪ و درون ﻟﻮﻟﻪ ﻫﺎي اﭘﻨﺪروف 
  ﻣﺮاﺣﻞ زﻳﺮ ﺗﺨﻠﻴﺺ ﺻﻮرت ﮔﺮﻓﺘﻪ ﺷﺪ:
درﺟـﻪ  55ﺑﻪ اﻧﺪازه اي ﻛﻪ روي ژل را ﻛﺎﻣﻼً ﺑﭙﻮﺷﺎﻧﺪ، رﻳﺨﺘﻪ ﺷﺪ. و در ﺑـﻦ ﻣـﺎري  )gnidniB(ﻣﺤﻠﻮل اﺗﺼﺎل       -1
  دﻗﻴﻘﻪ ﻟﻮﻟﻪ ﺗﻜﺎن داده ﻣﻲ ﺷﺪ.  5دﻗﻴﻘﻪ ﻗﺮار ﮔﺮﻓﺘﻪ ﺗﺎ ژل ذوب ﺷﻮد و ﻫﺮ  01-51ﺳﺎﻧﺘﻲ ﮔﺮاد ﺑﻪ ﻣﺪت 
 55ﺳﻴﻠﻴﻜﺎ ﻛﻪ ﻗﺒﻼً ﻣﺨﻠﻮط ﺷﺪه، ﺑﻪ آن اﺿﺎﻓﻪ ﮔﺮدﻳﺪ و در ﺑﻦ ﻣـﺎري  5-01 lµﭘﺲ از ﺣﻞ ﺷﺪن ﻛﺎﻣﻞ ژل،        -2
 ﺮوج از ﺑﻦ ﻣﺎري ورﺗﻜﺲ اﻧﺠﺎم ﺷﺪ. دﻗﻴﻘﻪ ﻗﺮار داده ﺷﺪ و ﭘﺲ از ﻫﺮ ﺑﺎر ﺧ 5ﺑﺎر  و ﻫﺮ ﺑﺎر  2درﺟﻪ ، 
 دور در دﻗﻴﻘﻪ ﺳﺎﻧﺘﺮﻳﻔﻮژ اﻧﺠﺎم ﮔﺮﻓﺖ و ﻣﺤﻠﻮل روﻳﻲ ﺗﺨﻠﻴﻪ د.  00021دﻗﻴﻘﻪ ﺑﺎ ﺳﺮﻋﺖ  1ﺳﭙﺲ ﺑﻪ ﻣﺪت  -3
  ﻣﻴﻜﺮوﻟﻴﺘـــﺮ ﻣﺤﻠـــﻮل ﺷﺴﺘﺸـــﻮ اﺿـــﺎﻓﻪ و ﻣﺠـــﺪداً ورﺗﻜـــﺲ و ﺑـــﻪ ﻣـــﺪت  005ﺑـــﻪ رﺳـــﻮب ﻟﻮﻟـــﻪ،  -4
ﻛﻠﻮﻧﻴﻨﮓ  A/Tروﻳﻲ ﺟﻬﺖ اﻧﺠﺎم دور در دﻗﻴﻘﻪ ﺳﺎﻧﺘﺮﻳﻔﻮژ اﻧﺠﺎم ﮔﺮﻓﺖ و ﻣﺤﻠﻮل  00021دﻗﻴﻘﻪ ﺑﺎ ﺳﺮﻋﺖ  1
 ﺟﻤﻊ اوري ﺷﺪ. ﺟﻤﻊ آوري 
  
 ﻛﻠﻮﻧﻴﻨﮓ  -2-7
 rotcev.Tﺗﻬﻴﻪ  -2-7-1
  ﺗﻬﻴﻪ ﺷﺪه ﺑﻮد.  esatnemreFﺑﻮده ﻛﻪ ﺑﻪ ﺻﻮرت آﻣﺎده از ﺷﺮﻛﺖ  R75ZTPﻣﻮرد اﺳﺘﻔﺎده در اﻳﻦ ﺑﺮرﺳﻲ،  rotcev.T
  ﺑﻪ ﻃﻮر ﺧﻼﺻﻪ ﻃﺒﻖ ﺑﺮوﺷﻮر ﻛﺎرﺧﺎﻧﻪ ﺑﺪﻳﻦ ﺻﻮرت ﺑﻮده اﺳﺖ: rotcev.Tﻣﺮاﺣﻞ ﺗﻬﻴﻪ 
 etis gninolc elpitluMﺑﺮﻳـﺪه و ﺗﻨﻬـﺎ در  tnulBرا ﺑﻪ ﺻﻮرت   ANDﺑﺎ اﺳﺘﻔﺎده از ﻳﻚ آﻧﺰﻳﻢ ﺑﺮش دﻫﻨﺪه ﻛﻪ ﻣﻮﻟﻜﻮل 
اﻳﻦ وﻛﺘﻮر ﻛﻪ ﺑﺮاي آن آﻧﺰﻳﻢ ﺟﺎﻳﮕﺎه ﺷﻨﺎﺳﺎﻳﻲ وﺟﻮد دارد، اﻳﻦ وﻛﺘﻮر از ﺣﺎﻟـﺖ ﺣﻠﻘـﻮي ﺑـﻪ ﺻـﻮرت ﺧﻄـﻲ در 
  آورده ﺷﺪه اﺳﺖ. 
در ﻧﻬﺎﻳﺖ ﺑﻪ ﺻـﻮرت ﭘﻼﺳـﻤﻴﺪ ﺧﻄـﻲ  T.D.Tو آﻧﺰﻳﻢ  PTTd ﭘﻼﺳﻤﻴﺪ ﺧﻄﻲ اﻳﺠﺎد ﺷﺪه ﻃﺒﻖ روش ﻓﻮق، ﺑﺎ اﻓﺰودن
  در آﻣﺪ.  T ylopﺣﺎوي  3ﺷﺪه و ﺑﺎ دو اﻧﺘﻬﺎي   َ
   rotcev.Tاﻟﺤﺎق ﻗﻄﻌﻪ ﺗﻜﺜﻴﺮ ﺷﺪه ﺑﻪ ﺻﻮرت  2-7-2
ﺧـﺎﻟﺺ ﺷـﺪه ﺑـﻮد ﻛـﻪ ﺑـﺎ  RCPﻣﻮرد ﻧﻴﺎز در واﻗﻊ ﻫﻤﺎن ﻣﺤﺼﻮل  tresnIﺑﻪ  rotcev.Tﻋﻼوه ﺑﺮ  noitagiLﺟﻬﺖ اﻧﺠﺎم 
  ﻣﻠﺤﻖ ﺷﺪ.  rotcev.Tﺑﻪ  noitagiLﻃﻲ واﻛﻨﺶ  esagiL AND 4Tآﻧﺰﻳﻢ 
در واﻛﻨﺶ ﻣـﻮرد  rotceVو  tresnI، ﻻزم ﺑﻮد ﻛﻪ ﻏﻠﻈﺖ ﻣﻨﺎﺳﺒﻲ از  noitagiLﺟﻬﺖ ﺑﺎﻻ ﺑﺮدن ﻣﻴﺰان ﻛﺎراﻳﻲ واﻛﻨﺶ 
ﻣﺸـﺨﺺ  1ﺑـﻪ  3ﺑﺮاﺳﺎس ﺑﺮوﺷﻮر ﺷﺮﻛﺖ، ﻧﺴﺒﺖ  rotceVﺑﻪ  tresnIاﺳﺘﻔﺎده ﻗﺮار ﮔﻴﺮد. ﻣﻨﺎﺳﺐ ﺗﺮﻳﻦ ﻧﺴﺒﺖ ﻣﻮﻻرﻳﺘﻪ 
 / )(ارش %$ #ح ه    ٢١
 
، ﻣﻴـﺰان ﺟـﺬب ﻳـﻚ  tresnIدر ﻧﻈﺮ ﮔﺮﻓﺘﻪ ﺷﺪ. ﺑﻪ ﻣﻨﻈﻮر ﺗﻌﻴﻴﻦ ﻏﻠﻈﺖ ﻳﻦ ﺑﺮرﺳﻲ ﻧﻴﺰ ﻫﻤﻴﻦ ﻧﺴﺒﺖ ﺷﺪه ﺑﻮد ﻛﻪ در ا
ﺧﺎﻟﺺ ﺷﺪه ﺑﺮ ﺣﺴﺐ ﻣﻴﻜﺮوﮔﺮم ﺑﺮ ﻣﻴﻠﻲ ﻟﻴﺘﺮ ﺗﻮﺳـﻂ دﺳـﺘﮕﺎه اﺳـﭙﻜﺘﺮوﻓﺘﻮﻣﺘﺮ ﺧﻮاﻧـﺪه  RCPﻣﻴﻜﺮوﻟﻴﺘﺮ از ﻣﺤﺼﻮل 
ﺑﻮد. ﺑﻪ اﻳﻦ ﺗﺮﺗﻴﺐ  ﻣﻮﺟﻮد در ﻫﺮ ﻣﻴﻜﺮوﻟﻴﺘﺮ، در ﺑﺮوﺷﻮر آن ﻣﺸﺨﺺ ﮔﺮدﻳﺪه AND، ﻣﻴﺰان  rotcev.Tﺷﺪ. در ﻣﻮرد 
  ، ﻣﻴﺰان ﻏﻠﻈﺖ آﻧﻬﺎ ﺑﻪ دﺳﺖ آﻣﺪ. rotcevو  tresnIدر ﺣﺠﻢ ﻣﺸﺨﺼﻲ از  ANDﺑﺎ داﻧﺴﺘﻦ ﻣﻴﺰان 
  noitagiLﻣﻴﻜﺮوﻟﻴﺘﺮي ﺟﻬﺖ  02ﻃﻲ ﻣﺤﺎﺳﺒﺎﺗﻲ ﻛﻪ ذﻛﺮ ﺷﺪ، واﻛﻨﺶ  rotcevو  tresnIﭘﺲ از ﻣﺤﺎﺳﺒﻪ ﻣﻴﺰان ﻏﻠﻈﺖ  
  در ﻧﻈﺮ ﮔﺮﻓﺘﻪ ﺷﺪ ﻛﻪ ﺷﺎﻣﻞ ﺗﺮﻛﻴﺒﺎت زﻳﺮ ﺑﻮد:
  
 lµ01                                            tresnI
  lµ 2                   )esatnemreF( rotcev.T
  lµ 1        )esatnamreF( esagiL AND 4T
  lµ 2              x5 esagiL AND 4T reffuB
 lµ 5                                              W.D
 ------------------------------------------------------
 lµ 02                                emulov latoT
  56 ْCدﻗﻴﻘـﻪ در دﻣـﺎي  5و ﺳﭙﺲ ﺑﻪ ﻣـﺪت  22 ْCﺳﺎﻋﺖ در دﻣﺎي  2واﻛﻨﺶ ﺑﻪ ﻣﺪت  noitagiLﭘﺲ از ﺗﻬﻴﻪ ﻣﺨﻠﻮط 
  در دﺳﺘﮕﺎه ﺗﺮﻣﻮﺳﺎﻳﻜﻠﺮ ﻗﺮار داده ﺷﺪ. 
   ﺗﺎﻣﻴﻦ ﻣﻲ ﻛﻨﺪ. PTAاﺳﺘﺨﺮاج ﻣﻲ ﺷﻮد ، اﻧﺮژي ﻻزم ﺑﺮاي ﻓﻌﺎﻟﻴﺖ ﺧﻮد را از  4Tﻛﻪ از ﻓﺎز  esagiL AND 4Tآﻧﺰﻳﻢ 
  
  :)noitamrofsnarT(ﺗﺮاﻧﺴﻔﻮرﻣﻴﺸﻦ  -2-8
  اﺗﻬﻴﻪ ﺳﻠﻮل ﭘﺬﻳﺮ -2-8-1
اﺳﺘﻔﺎده ﺷﺪ. از ﭘﻠﻴﺖ  01poTﺳﻮﻳﻪ  iloc.Eﺳﻮﻳﻪ ﻣﻨﺎﺳﺒﻲ از ﺑﺎﻛﺘﺮي اﻧﺘﺨﺎب ﮔﺮدﻳﺪ ﻛﻪ در اﻳﻦ ﺑﺮرﺳﻲ از ﺑﺎﻛﺘﺮي اﺑﺘﺪا 
ﻓﺎﻗﺪ ﭘﻼﺳﻤﻴﺪ، ﺗﻮﺳﻂ ﻟﻮپ ، ﻳﻚ ﻛﻠﻮﻧﻲ ﺑﺮداﺷﺘﻪ و در ﻟﻮﻟﻪ در ﭘـﻴﭻ دار ﺣـﺎوي  01poTﺳﻮﻳﻪ  iloc.Eﺣﺎوي ﺑﺎﻛﺘﺮي 
  ﻣﺎﻳﻊ ﻛﺸﺖ داده ﺷﺪ.  B.Lﺮ ﻣﺤﻴﻂ ﻣﻴﻠﻲ ﻟﻴﺘ  2/5-3
  ﻧﮕﻬﺪاري ﺷﺪ.  73ْCﺳﭙﺲ ﻟﻮﻟﻪ ﺑﺎ درب ﻧﻴﻤﻪ ﺑﺎز ﺑﻪ ﻣﺪت ﻳﻚ ﺷﺐ در اﻧﻜﻮﺑﺎﺗﻮر ﺷﻴﻜﺮدار در دﻣﺎي 
دور در  002روز ﺑﻌﺪ، ﺳﺎب ﻛﺎﻟﭽﺮ اﻧﺠﺎم ﺷﺪ. ﻟﻮﻟﻪ ﺣﺎوي ﻛﺸﺖ ﻣﺠﺪد، در داﺧﻞ اﻧﻜﻮﺑﺎﺗﻮر ﺷـﻴﻜﺮدار ﺑـﺎ ﺳـﺮﻋﺖ 
ﻣﻴﻜﺮوﻟﻴﺘﺮ  )ﺑﺴﺘﻪ ﺑﻪ ﻛـﺪورت ﻟﻮﻟـﻪ( از  003-005ﻴﺪ ﻣﻘﺪار رﺳ 7.0=006DOﻗﺮار ﮔﺮﻓﺖ. وﻗﺘﻲ  73ْCدﻗﻴﻘﻪ در دﻣﺎي 
ﻟﻮﻟـﻪ از  3ﻛﺸﺖ دو ﺳﺎﻋﺘﻪ ، در ﻛﻨﺎر ﺷﻌﻠﻪ در ﻟﻮﻟﻪ ﻫﺎي اﭘﻨﺪروف رﻳﺨﺘـﻪ ﺷـﺪ. ﺑـﺮاي اﻧﺠـﺎم ﺗﺮاﻧﺴﻔﻮرﻣﻴﺸـﻦ ﺗﻌـﺪاد 
  ﺳﺎﻋﺘﻪ آﻣﺎده ﮔﺮدﻳﺪ.  2ﻛﺸﺖ 
  دﻗﻴﻘﻪ در ﻇﺮف ﺣﺎوي ﻳﺦ ﻗﺮار داده ﺷﺪﻧﺪ. 01ﻟﻮﻟﻪ ﻫﺎي واﻛﻨﺶ ﺑﻪ ﻣﺪت  -1
( دور  در دﻗﻴﻘـﻪ 0022) 0002-0052دﻗﻴﻘﻪ ﺑﺎ ﺳﺮﻋﺖ  5ﻞ ﺳﺎﻧﺘﺮﻳﻔﻮژ ﻳﺨﭽﺎل دار ﺑﻪ ﻣﺪت ﺳﭙﺲ ﻟﻮﻟﻪ ﻫﺎ در داﺧ -2
 درﺟﻪ ﺳﺎﻧﺘﻲ ﮔﺮاد ﺳﺎﻧﺘﺮﻳﻔﻮژ ﮔﺮدﻳﺪﻧﺪ. ﺑﻌﺪ از ﺳﺎﻧﺘﺮﻳﻔﻮژ ﻣﺤﻴﻂ روي ﻟﻮﻟﻪ ﻫﺎ، دور رﻳﺨﺘﻪ ﺷﺪ.  5در دﻣﺎي 
 ﻣﻴﻜﺮوﻟﻴﺘـﺮ )ﺣـﺪود ﻳـﻚ ﺳـﻮم ﺣﺠـﻢ اوﻟﻴـﻪ( از ﻣﺤﻠـﻮل ﻛﻠﺴـﻴﻢ  002ﺑﻪ رﺳﻮب ﺣﺎﺻﻞ از ﺳـﺎﻧﺘﺮﻳﻔﻮژ، ﻣﻘـﺪار  -3
 / ﻣﻮﻻر ﺳﺮد اﺿﺎﻓﻪ ﮔﺮدﻳﺪ. ﺳﭙﺲ ﺑﻪ آﻫﺴﺘﮕﻲ رﺳﻮب ﺑﺎﻛﺘﺮﻳﻬﺎ در ﻛﻠﺮاﻳﺪ ﻛﻠﺴﻴﻢ ﺳﻮﺳﭙﺎﻧﺴﻴﻮن ﺷﺪﻧﺪ.  1ﻛﻠﺮاﻳﺪ
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 ﻣﺠﺪداً ﺗﻜﺮار ﮔﺮدﻳﺪ.  2و  1ﻣﺮاﺣﻞ  -4
ﻣﻴﻜﺮوﻟﻴﺘﺮ ﻣﺤﻠﻮل ﻛﻠﺴﻴﻢ ﻛﻠﺮاﻳﺪ ﺳﺮد ﺑﻪ رﺳـﻮب اﺿـﺎﻓﻪ  05ﭘﺲ از ﺳﺎﻧﺘﺮﻳﻔﻮژ ، ﻣﺎﻳﻊ روﻳﻲ ﺗﺨﻠﻴﻪ ﺷﺪ و ﻣﺠﺪداً  -5
 در ﻛﻠﺴﻴﻢ ﻛﻠﺮاﻳﺪ ﻣﺨﻠﻮط ﺷﺪ.  ﮔﺮدﻳﺪ و ﺑﺎ ﭘﻴﭙﺖ ﺑﻪ آﻫﺴﺘﮕﻲ، رﺳﻮب
  در اﻳﻦ زﻣﺎن ، ﺳﻠﻮل ﻣﺴﺘﻌﺪ ﭘﺬﻳﺮش ﭘﻼﺳﻤﻴﺪ اﺳﺖ. 
  
  ﺑﺎﻛﺘﺮي زﻧﺪه( ANDاﻧﺠﺎم ﺗﺮاﻧﺴﻔﻮرﻣﻴﺸﻦ )اﻧﺘﻘﺎل ﭘﻼﺳﻤﻴﺪ ﺣﺎوي  - 2-8-2
ﻛﻪ ﻗﺒﻼً   noitagiLﻟﻮﻟﻪ ﻫﺎي ﺣﺎوي ﺳﻠﻮل ﭘﺬﻳﺮا روي ﻳﺦ ﻗﺮار داده ﺷﺪﻧﺪ. ﺑﻪ ﻳﻜﻲ از ﻟﻮﻟﻪ ﻫﺎ )ﻟﻮﻟﻪ ﺗﺴﺖ( ﻣﺨﻠﻮط  -1
ﻣﻴﻜﺮوﻟﻴﺘﺮ ﭘﻼﺳﻤﻴﺪ ﺳﺎﻟﻢ ) ﻟﻮﻟﻪ ﻛﻨﺘﺮل ﭘﻼﺳـﻤﻴﺪ ﺳـﺎﻟﻢ(،  2ﻟﻮﻟﻪ دﻳﮕﺮ ﺑﻪ ﺗﺮﺗﻴﺐ ﻣﻘﺪار  2اﺿﺎﻓﻪ ﺷﺪ. ﺑﻪ ﺳﺮد ﺷﺪه ﺑﻮد 
  اﺿﺎﻓﻪ ﺷﺪ.  ( rotcev.Tداﺷﺖ)ﻟﻮﻟﻪ ﻛﻨﺘﺮل  Tﻣﻴﻜﺮوﻟﻴﺘﺮ از ﭘﻼﺳﻤﻴﺪي ﻛﻪ ﻧﻮﻛﻠﺌﻮﺗﻴﺪ  2
 24ْCﻣـﺎري ﺛﺎﻧﻴـﻪ درﺑـﻦ  06ﻟﻮﻟﻪ ﻫﺎ ﺑﺪﻳﻦ ﺗﺮﺗﻴﺐ ﺑﻪ ﻣﺪت ﻧﻴﻢ ﺳﺎﻋﺖ روي ﻳﺦ ﻗﺮار داده ﺷﺪﻧﺪ. ﺳﭙﺲ ﺑـﻪ ﻣـﺪت  -2
  ﺟﻬﺖ ﻣﺮﺣﻠﻪ ﺷﻮك ﺣﺮارﺗﻲ ﻗﺮار داده ﺷﺪﻧﺪ. 
 001دﻗﻴﻘـﻪ ﺑـﺮ روي ﻳـﺦ ﻗـﺮار داده ﺷـﺪﻧﺪ. ﭘـﺲ از ان ، ﻣﻘـﺪار  2ﺧـﺎرج و ﺑـﻪ ﻣـﺪت  24ْCﻟﻮﻟﻪ ﻫﺎ از ﺑﻦ ﻣـﺎري  -3
ﺳـﺎﻋﺖ در ﺑـﻦ  1ﻣﺎﻳﻊ ﻓﺎﻗﺪ آﻧﺘﻲ ﺑﻴﻮﺗﻴﻚ ﺑﻪ ﻫﺮ ﻟﻮﻟﻪ اﺿﺎﻓﻪ ﮔﺮدﻳﺪ. ﺳﭙﺲ ﻟﻮﻟﻪ ﻫﺎ ﺑﻪ ﻣـﺪت  B.Lﻣﻴﻜﺮوﻟﻴﺘﺮ از ﻣﺤﻴﻂ 
  .( yrevoceRﻬﺪاري ﺷﺪﻧﺪ )ﻣﺮﺣﻠﻪ ﻧﮕ 73ْCﻣﺎري 
  آﮔﺎر ﺟﻬﺖ اﻧﺘﻘﺎل ﺑﺎﻛﺘﺮي و ﻛﺸﺖ آﻧﻬﺎ ﮔﺮدﻳﺪ.  B.Lدر ﺧﻼل اﻳﻦ ﻣﺪت اﻗﺪام ﺑﻪ ﺗﻬﻴﻪ ﻣﺤﻴﻂ 
ﻋﺪد ﭘﻠﻴﺖ ﻣﻮرد ﻧﻴﺎز ﺑﻮد ﻛﻪ ﺑﻪ ﺗﺮﺗﻴﺐ در داﺧﻞ آن ﻣﺤﻴﻂ  3ﺑﻪ ﻫﻤﺮاه ﻧﻤﻮﻧﻪ ﻫﺎي ﻛﻨﺘﺮل،  noitagiLﺑﺮاي ﻫﺮ واﻛﻨﺶ 
  آﮔﺎر رﻳﺨﺘﻪ ﺷﺪ.   B.L
ﺑﻪ ﻣﺪت ﻳﻚ ﺳﺎﻋﺖ، ﺗﻤﺎم ﻣﺤﺘﻮﻳﺎت ﻟﻮﻟﻪ در ﻛﻨﺎر ﺷﻌﻠﻪ در ﭘﻠﻴﺖ ﻣﺮﺑﻮط ﺑﻪ ﻫﺮ  73ْCﺎ در ﭘﺲ از ﻧﮕﻬﺪاري ﻟﻮﻟﻪ ﻫ-4
ﺷﻴﺸﻪ اي ﺑﻪ ﻃﺮﻳﻘﻲ ﻛﻪ ﺳﻄﺢ آﮔﺎر ﺧﺮاﺷـﻴﺪه و زﺧﻤـﻲ ﻧﮕـﺮدد، روي ﻣﺤـﻴﻂ  redaerpSﻟﻮﻟﻪ رﻳﺨﺘﻪ ﺷﺪ و ﺑﺎ ﻛﻤﻚ 
از اﻳـﻦ ﭘﺨﺶ ﮔﺮدﻳﺪ. ﺳﭙﺲ درب ﭘﻠﻴﺖ ﻫﺎ ﺑﺴﺘﻪ ﺷﺪ و ﺑﻪ ﻣﺪت ﻳﻚ ﺳﺎﻋﺖ در داﺧﻞ اﻧﻜﻮﺑﺎﺗﻮر ﻗﺮار داده ﺷﺪ. ﭘﺲ 
  ﻣﺪت ﭘﻠﻴﺖ ﻫﺎ واروﻧﻪ ﺷﺪه و در اﻧﻜﻮﺑﺎﺗﻮر ﺑﻪ ﻣﺪت ﻳﻚ ﺷﺐ ﻧﮕﻬﺪاري ﺷﺪ. 
 ﺻﺒﺢ روز ﺑﻌﺪ ﺳﻄﺢ ﭘﻠﻴﺖ ﻫﺎ از ﻧﻈﺮ وﺟﻮد ﻛﻠﻨﻲ ﻣﻮرد ﺑﺮرﺳﻲ ﻗﺮار ﮔﺮﻓﺘﻨﺪ. 
  ﭼﻨﺪﻳﻦ ﺑﺎر ﺗﻜﺮار، وﺿﻌﻴﺖ ﻣﻄﻠﻮب زﻳﺮ در ﺳﻄﺢ ﭘﻠﻴﺖ ﻣﺸﺎﻫﺪه ﮔﺮدﻳﺪ: ﭘﺲ از 
آﺑﻲ رﻧﮓ اﻳﺠـﺎد ﺷـﺪه ﺑـﻮد ﻛـﻪ اﻳـﻦ اﻣـﺮ ﻧﺸـﺎن  در ﺳﻄﺢ ﭘﻠﻴﺖ ﻛﻨﺘﺮل ﭘﻼﺳﻤﻴﺪ ﺳﺎﻟﻢ ) ﻓﺎﻗﺪ ﻃﻌﻤﻪ(، ﻛﻠﻨﻲ ﻫﺎي -
ﻣﻮﺟـﻮد در   ZcaLﻣﻮرد اﺳـﺘﻔﺎده ﺑـﻮد. )ﻋﻠـﺖ اﻳﺠـﺎد رﻧـﮓ آﺑـﻲ ﻓﻌـﺎل ﺷـﺪن ژن  lag-Xو  GTPIدﻫﻨﺪه ﺳﺎﻟﻢ ﺑﻮدن 
ﻣﻮﺟﻮد دز ﭘﻠﻴﺖ ﺗﺤﺖ ﺗﺎﺛﻴﺮ ﻓﻌﺎﻟﻴﺖ اﻳﻦ ژن و ﺗﻮﻟﻴﺪ آﻧـﺰﻳﻢ ﺑﺘﺎﮔﺎﻻﻛﺘﻮزﻳـﺪاز و ﻧﻘـﺶ اﻟﻘـﺎ   lag-Xﭘﻼﺳﻤﻴﺪ و ﺗﺠﺰﻳﻪ 
  ﺑﻮد(.  GTPIﻛﻨﻨﺪه آﻧﺰﻳﻢ ﺗﻮﺳﻂ 
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ﻛﻠﻨﻲ آﺑﻲ اﻳﺠﺎد ﻧﺸﺪه ﺑﻮد ) در واﻗﻊ ﻫﺮ ﭼﻪ ﺗﻌـﺪاد ﻛﻠﻨـﻲ در ﺳـﻄﺢ اﻳـﻦ ﭘﻠﻴـﺖ  rotcev.Tدر ﺳﻄﺢ ﭘﻠﻴﺖ ﻛﻨﺘﺮل  -
اﺳﺖ. ﺑﻪ ﻋﺒﺎرت دﻳﮕﺮ ﻛﻢ ﺑﻮدن ﺗﻌﺪاد ﻛﻠﻨﻲ ﻫﺎي آﺑـﻲ ،  rotcev.Tﻛﻤﺘﺮ ﺑﺎﺷﺪ، ﻧﺸﺎن دﻫﻨﺪه ﺑﺎﻻ ﺑﻮدن ﻛﻨﺘﺮل ﻛﻴﻔﻴﺖ 
 اﺗﻔﺎق ﻧﻴﻔﺘﺎده اﺳﺖ.   noitagil fleSﮔﺮﻓﺘﻪ و ﭘﺪﻳﺪه ﺑﻪ آﻧﻬﺎ ﺧﻮب ﺻﻮرت  Tﻧﺸﺎن دﻫﻨﺪه اﻳﻦ اﺳﺖ ﻛﻪ اﺿﺎﻓﻪ ﻧﻤﻮدن 
در ﺳﻄﺢ ﭘﻠﻴﺖ ﺗﺴﺖ )ﭘﻠﻴﺖ اﺻﻠﻲ( ، ﻛﻠﻨﻲ ﻫﺎي آﺑﻲ و ﺳﻔﻴﺪ ﺑﻪ ﺻﻮرت ﺗﻮام ﻣﺸﺎﻫﺪه ﺷﺪ. )ﻧﺴﺒﺖ ﻛﻠﻨﻲ ﻫـﺎي آﺑـﻲ  
،  tseTﻣﻮرد اﺳﺘﻔﺎده ﺑﻮد. ﻳﻌﻨﻲ ﺗﻌﺪاد ﻛﻢ ﻛﻠﻨﻲ آﺑـﻲ در ﺳـﻄﺢ ﭘﻠﻴـﺖ   rotcev.Tو ﺳﻔﻴﺪ در ارﺗﺒﺎط ﻛﺎﻣﻞ ﺑﺎ ﻛﻴﻔﻴﺖ، 
  ﺑﻮد.  rotcev.Tﻛﻴﻔﻴﺖ ﺧﻮب ﻧﺸﺎن دﻫﻨﺪه 
ﻛﻠﻨﻲ ﻫﺎي ﺳﻔﻴﺪ ﻣﻮﺟﻮد در ﺳﻄﺢ اﻳﻦ ﭘﻠﻴﺖ در ﺣﻘﻴﻘﺖ ﻛﻠﻨـﻲ ﻫـﺎﻳﻲ از ﺑـﺎﻛﺘﺮي ﺑﻮدﻧـﺪ ﻛـﻪ ﻣﺸـﻜﻮك ﺑـﻪ داﺷـﺘﻦ 
  tresnIو اﻟﺤـﺎق  noitagiLﻣﻮﺟﻮد در ﭘﻼﺳﻤﻴﺪ اﻳﻦ ﺑﺎﻛﺘﺮي ﻫﺎ ﺗﺤﺖ ﺗﺎﺛﻴﺮ  ZcaLﭘﻼﺳﻤﻴﺪ ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺐ ﺑﻮدﻧﺪ و ﭼﻮن ژن 
ﻣﻮﺟـﻮد در ﻣﺤـﻴﻂ  lag.Xﺬﻛﻮر در اﻳﻦ ﻛﻠﻨﻲ ﻫﺎ، ﻓﻌﺎل ﻧﺸﺪه و در ﻧﺘﻴﺠﻪ ﺧﺮاب ﮔﺮدﻳﺪه ﺑﻮد. ﺑﻨﺎﺑﺮاﻳﻦ ژن ﻣ rotcevﺑﺎ 
  ﻧﻴﺰ ﺗﺠﺰﻳﻪ ﻧﺸﺪه و رﻧﮓ آﺑﻲ اﻳﺠﺎد ﻧﺸﺪه ﺑﻮد. 
  ﺟﻬﺖ ﻣﺮاﺣﻞ ﺑﻌﺪي اﻧﺘﺨﺎب و ﻏﺮﺑﺎل ﺷﺪﻧﺪ.  tseTﺑﺪﻳﻦ ﺗﺮﺗﻴﺐ ﻛﻠﻨﻲ ﻫﺎي ﺳﻔﻴﺪ رﻧﮓ ﻣﻮﺟﻮد در ﺳﻄﺢ ﭘﻠﻴﺖ 
  
   )noitaperpinim enilaklA(اﺳﺘﺨﺮاج ﭘﻼﺳﻤﻴﺪ ﺑﺎ روش ﻗﻠﻴﺎﻳﻲ -2-9
 B.Lدر ﻛﻨﺎر ﺷﻌﻠﻪ و ﺑﻪ ﻛﻤﻚ ﻟﻮپ ، ﻧﻤﻮﻧﻪ ﻳﻚ ﻛﻠﻨﻲ ﺳﻔﻴﺪ ﺑﺮداﺷﺘﻪ و در ﻟﻮﻟﻪ ﻫـﺎي ﺷﻴﺸـﻪ اي ﺣـﺎوي ﻣﺤـﻴﻂ  -1
ﻧﮕﻬـﺪاري  73ْCﻣﺎﻳﻊ آﻣﭙﻲ ﺳﻴﻠﻴﻦ دار ﻛﺸﺖ داده ﺷﺪ. ﻟﻮﻟﻪ ﻫﺎ ﺑﻪ ﻣﺪت ﻳﻚ ﺷﺐ در اﻧﻜﻮﺑﺎﺗﻮر ﺷـﻴﻜﺮدار در دﻣـﺎي 
  ﺷﺪﻧﺪ. روز ﺑﻌﺪ، اﺳﺘﺨﺮاج ﭘﻼﺳﻤﻴﺪ اﻧﺠﺎم ﮔﺮﻓﺖ. 
دﻗﻴﻘﻪ ﺑﺎ ﺳﺮﻋﺖ  5ز ﻛﺸﺖ ﺷﺐ ﻗﺒﻞ در داﺧﻞ ﻟﻮﻟﻪ اﭘﻨﺪروف رﻳﺨﺘﻪ ﺷﺪ و ﻟﻮﻟﻪ ﻫﺎ ﺑﻪ ﻣﺪت ﻣﻴﻠﻲ ﻟﻴﺘﺮ ا 1/5ﻣﻘﺪار  -2
  دور در دﻗﻴﻘﻪ در دﻣﺎي ﻣﻌﻤﻮﻟﻲ ﺳﺎﻧﺘﺮﻳﻔﻮژ ﺷﺪﻧﺪ.  0008
اﺿـﺎﻓﻪ ﮔﺮدﻳـﺪ و  ETSﻣﻴﻜﺮوﻟﻴﺘـﺮ ﺑـﺎﻓﺮ  005ﭘﺲ از ﺳﺎﻧﺘﺮﻳﻔﻮژ، ﻣﺎﻳﻊ روﻳﻲ دور رﻳﺨﺘﻪ ﺷﺪ و ﺑﻪ رﺳﻮب ﺑﺎﻛﺘﺮي،  -3
در اﻳﻦ ﻣﺮﺣﻠﻪ ﺑﺎﻋﺚ ﺷﺴﺘﺸﻮي دﻳﻮاره ﺑﺎﻛﺘﺮي از  ETS. )اﺿﺎﻓﻪ ﻛﺮدن ﺑﺎﻓﺮ رﺳﻮب ﺑﻪ ﺧﻮﺑﻲ در آن ﺳﻮﺳﭙﺎﻧﺴﻴﻮن ﺷﺪ
  ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ ﻫﺎي ﻣﺤﻴﻂ ﻛﺸﺖ ﺷﺪه و ﻫﻀﻢ ﺑﻬﺘﺮ ﭘﻼﺳﻤﻴﺪ ﺗﻮﺳﻂ آﻧﺰﻳﻢ ﻫﺎي ﺑﺮﻧﺪه ﮔﺮدﻳﺪ(.
دور در دﻗﻴﻘﻪ در دﻣﺎي ﻣﺤﻴﻂ ﺳﺎﻧﺘﺮﻳﻔﻮژ ﺷﺪ. ﺳﭙﺲ ﺑـﺎﻓﺮ  0008دﻗﻴﻘﻪ ﺑﺎ ﺳﺮﻋﺖ  5ﺳﻮﺳﭙﺎﻧﺴﻴﻮن ﺣﺎﺻﻞ ﺑﻪ ﻣﺪت  -4
  ﻮر ﻛﺎﻣﻞ از ﻣﺤﻴﻂ ﺧﺎرج ﮔﺸﺖ. ﻣﻮﺟﻮد در ﻟﻮﻟﻪ ﺑﻪ ﻃ ETS
ﺳﺮد ﺷﺪه روي ﻳﺦ ﺑﻪ آن اﺿﺎﻓﻪ ﮔﺮدﻳﺪ و ﺧﻮب ورﺗﻜﺲ ﺷﺪ. ﻟﻮﻟﻪ ﻫﺎ  Iﻣﻴﻜﺮوﻟﻴﺘﺮ از ﻣﺤﻠﻮل ﺷﻤﺎره  001ﻣﻘﺪار  -5
ﺑﺎﻋﺚ ﭼﺮوﻛﻴـﺪه ﺷـﺪن دﻳـﻮاره ﺑـﺎﻛﺘﺮي و  Iدﻗﻴﻘﻪ در ﺣﺮارت آزﻣﺎﻳﺸﮕﺎه ﻗﺮار ﮔﺮﻓﺘﻨﺪ.)ﻣﺤﻠﻮل ﺷﻤﺎره  01ﺑﻪ ﻣﺪت 
  ﻠﻪ ﺑﻌﺪي ﻣﻲ ﺷﺪ(. آﻣﺎده ﻧﻤﻮدن آن ﺑﺮاي ﻣﺘﻼﺷﻲ ﺷﺪن در ﻣﺮﺣ
ﺑـﺎر  5)ﻛﻪ ﺗﺎزه ﺗﻬﻴﻪ ﺷﺪه ﺑﻮد( اﺿﺎﻓﻪ ﮔﺮدﻳﺪ. ﺑﻌﺪ ﻟﻮﻟﻪ ﻫﺎ،  IIﻣﻴﻜﺮوﻟﻴﺘﺮ از ﻣﺤﻠﻮل ﺷﻤﺎره  002ﺑﻪ ﻫﺮ ﻟﻮﻟﻪ، ﻣﻘﺪار  -6
ﻣﻮﺟـﻮد در ﻣﺤﻠـﻮل  SDSدﻗﻴﻘﻪ ﺑـﺮ روي ﻳـﺦ ﻗـﺮار ﮔﺮﻓﺘﻨـﺪ.) ﺳـﻮد و  5ﺑﻪ آﻫﺴﺘﮕﻲ ﺳﺮو ﺗﻪ ﺷﺪﻧﺪ. ﻟﻮﻟﻪ ﻫﺎ ﺑﻪ ﻣﺪت 
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و ﺳﺎﻳﺮ ﻣﺤﺘﻮﻳﺎت ﺑﺎﻛﺘﺮي ﺑﻪ ﻣﺤﻴﻂ ﻣﻲ ﮔﺮدﻳﺪ،  ANDاد ﺷﺪن ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ و ﺑﺎﻋﺚ ﻣﺘﻼﺷﻲ ﺷﺪن ﺑﺎﻛﺘﺮي و آز IIﺷﻤﺎره 
  ﺑﻪ ﮔﻮﻧﻪ اي ﻛﻪ ﭘﺲ از ﻧﮕﻬﺪاري ﻟﻮﻟﻪ روي ﻳﺦ، ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ ﻫﺎ ﻣﻨﻌﻘﺪ ﺷﺪﻧﺪ(. 
روي ﻳﺦ ﻗﺮار ﮔﺮﻓﺘﻪ و ﺳﺮد ﺷﺪه اﺳﺖ ﺑﻪ ﻟﻮﻟﻪ ﻫﺎ اﺿﺎﻓﻪ ﺷـﺪه ﻛﻪ ﻗﺒﻼً  IIIﻣﻴﻜﺮوﻟﻴﺘﺮ از ﻣﺤﻠﻮل ﺷﻤﺎره  051ﻣﻘﺪار  -7
ﻣﻮﻻر اﺳﺘﺎت ﭘﺘﺎﺳـﻴﻢ  3ﺷﻤﺎل  IIIﺑﺎر ﺑﻪ آراﻣﻲ ﺳﺮ و ﺗﻪ ﺷﺪن ، )ﻣﺤﻠﻮل ﺷﻤﺎره  01ﻫﺎ  و ﭘﺲ از ﺑﺘﺴﻦ درب آن، ﻟﻮﻟﻪ
  ﺗﺌﻴﻦ ﻣﻮﺟﻮد در ﻟﻮﻟﻪ ﻫﺎ ﺑﻪ ﺻﻮرت رﺳﻮب ﺳﻔﻴﺪ رﻧﮕﻲ ﻣﻨﻌﻘﺪ ﻣﻲ ﮔﺮدﻳﺪ(. وﺑﻮده و ﺗﺤﺖ ﺗﺎﺛﻴﺮ اﻳﻦ ﻣﺤﻠﻮل، ﭘﺮ
دﻗﻴﻘﻪ ﺑﺎ ﺳﺮﻋﺖ  51درﺟﻪ ﺑﻪ ﻣﺪت  4دﻗﻴﻘﻪ ﺑﺮ روي ﻳﺦ ﻗﺮار داده ﺷﺪﻧﺪ. ﭘﺲ از آن در دﻣﺎي  03ﻟﻮﻟﻪ ﻫﺎ ﺑﻪ ﻣﺪت  -8
 ANDﻛﺮوﻣﻮزوﻣﻲ و ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ ﻫﺎ رﺳﻮب ﻣـﻲ ﻛﻨﻨـﺪ و  ANDدور در دﻗﻴﻘﻪ ﺳﺎﻧﺘﺮﻳﻔﻮژ ﺷﺪﻧﺪ. در اﻳﻦ ﻣﺮﺣﻠﻪ،  00021
  ﭘﻼﺳﻤﻴﺪ ﺑﻪ ﺻﻮرت ﻣﺤﻠﻮل ﺑﺎﻗﻲ ﻣﻲ ﻣﺎﻧﺪ ﻛﻪ ﺗﻮﺳﻂ ﺳﺎﻧﺘﺮﻳﻔﻮژ ﺟﺪا ﺷﺪ. 
ﻣﻄﻠـﻖ آﻧﻬﺎ اﺗﺎﻧـﻞ  ﻣﻮﻻر و دو ﺑﺮاﺑﺮ ﺣﺠﻢ 3ﺣﺠﻢ آن، اﺳﺘﺎت ﺳﺪﻳﻢ  1/01ﻣﺎﻳﻊ روﻳﻲ ﺑﻪ ﻟﻮﻟﻪ ﺟﺪﻳﺪ ﻣﻨﺘﻘﻞ ﺷﺪ و  -9
  ، ﻟﻮﻟﻪ ﻫﺎ ﺑﻪ ﻣﺪت ﻧﻴﻢ ﺳﺎﻋﺖ در ﻓﺮﻳﺰر ﻗﺮار داده ﺷﺪﻧﺪ. ANDﺳﺮد اﺿﺎﻓﻪ ﮔﺮدﻳﺪ. ﺟﻬﺖ رﺳﻮب ﺑﻬﺘﺮ 
  دور در دﻗﻴﻘﻪ ﺳﺎﻧﺘﺮﻳﻔﻮژ ﺷﺪﻧﺪ.  00021و ﺑﺎ ﺳﺮﻋﺖ  4ْCدﻗﻴﻘﻪ در دﻣﺎي  01ﺑﻪ ﻣﺪت  -01
ﻣﻴﻜﺮوﻟﻴﺘـﺮ اﺗـﺎﻧﻮل  001 ﻣﺎﻳﻊ روﻳﻲ ﻟﻮﻟﻪ دور رﻳﺨﺘﻪ ﺷﺪه و ﺟﻬﺖ ﺣﺬف ﻧﻤﻚ ﻫﺎ، رﺳﻮب ﺗﻪ ﻟﻮﻟﻪ ﻫﺎ ﺑﺎ ﻣﻘـﺪار  -11
 5ْCدور در دﻗﻴﻘـﻪ در دﻣـﺎي  00021دﻗﻴﻘـﻪ ﺑـﺎ ﺳـﺮﻋﺖ  2درﺻﺪ ﺷﺴﺘﺸﻮ داده ﺷـﺪ و ﻣﺠـﺪد ﻟﻮﻟـﻪ ﻫـﺎ ﺑـﻪ ﻣـﺪت  07
  ﺳﺎﻧﺘﺮﻳﻔﻮژ ﺷﺪﻧﺪ. 
ﻣﻴﻜﺮوﻟﻴﺘﺮ آب دﻳـﻮﻧﻴﺰه  04-05 ﭘﺲ از ﺗﺨﻠﻴﻪ اﻟﻜﻞ و ﺧﺸﻚ ﺷﺪن ﻛﺎﻣﻞ ﻧﻤﻮﻧﻪ ﺑﻪ رﺳﻮب ﺧﺸﻚ ﺷﺪه، ﻣﻘﺪار -21
  دﻗﻴﻘﻪ ﻧﮕﻬﺪاري ﺷﺪ ﺗﺎ رﺳﻮب ﻛﺎﻣﻼً در آب ﺣﻞ ﮔﺮدﻳﺪ.  51ﺑﻪ ﻣﺪت  73ْCاﺳﺘﺮﻳﻞ اﺿﺎﻓﻪ ﺷﺪه و در ﺑﻦ ﻣﺎري 
% اﻟﻜﺘﺮوﻓﻮرز ﺷﺪ. ﺑﺎﻧﺪﻫﺎي ﭘﻼﺳﻤﻴﺪ ﺷﺎﻣﻞ ﺑﺎﻧـﺪ 0/8ﻣﻴﻜﺮوﻟﻴﺘﺮ از ﭘﻼﺳﻤﻴﺪ اﺳﺘﺨﺮاج ﺷﺪه روي ژل اﮔﺎرز  01ﻣﻘﺪار 
ﻌـﺪي ﻣﺸﺎﻫﺪه ﮔﺮدﻳﺪ. ﺑﺪﻳﻦ ﺗﺮﺗﻴﺐ ﭘﻼﺳﻤﻴﺪ اﺳﺘﺨﺮاج ﺷﺪه ﺟﻬﺖ ﺑﺮرﺳﻲ ﻫﺎي ﺑ raeniLو  elcric nepo ,elcric repuS
  ﺑﻪ دﺳﺖ آﻣﺪ. 
  
  ﺗﺎﻳﻴﺪ ﻛﻠﻮﻧﻴﻨﮓ ژن  -2-01
   RCPﺗﺎﻳﻴﺪ ﺑﺎ اﻧﺠﺎم واﻛﻨﺶ  -2-01-1
اﻟﮕـﻮ اﺳـﺘﻔﺎده ﺷـﺪ.  ANDﺑﻪ ﻋﻨﻮان  RCPاز ﭘﻼﺳﻤﻴﺪﻫﺎﻳﻲ ﻛﻪ از ﻛﻠﻨﻲ ﻫﺎي ﺳﻔﻴﺪ اﺳﺘﺨﺮاج ﺷﺪه ﺑﻮدﻧﺪ، در واﻛﻨﺶ 
  ﺳﺘﻔﺎده ﮔﺮدﻳﺪ. ﻛﻪ ﺑﺮاي اﻳﻦ ﺑﺮرﺳﻲ ﻃﺮاﺣﻲ ﺷﺪه ﺑﻮده ا mgpﺑﺮاي اﻧﺠﺎم اﻳﻦ واﻛﻨﺶ از ﭘﺮاﻳﻤﺮﻫﺎي اﺧﺘﺼﺎﺻﻲ ژن 
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  ﻣﻴﻜﺮوﻟﻴﺘﺮي ﺑﺎ ﻣﻘﺎدﻳﺮ زﻳﺮ ﺗﻬﻴﻪ ﮔﺮدﻳﺪ: 03واﻛﻨﺶ در ﺣﺠﻢ 
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 RCPﭘﺲ از ﺟﻨﺪﻳﻦ ﺑﺎر ﺗﻜﺮار واﻛﻨﺶ ﻣﺸﺨﺺ ﮔﺮدﻳﺪ. ﻟﻮﻟﻪ ﻫـﺎي ﺣـﺎوي واﻛـﻨﺶ  ANDو   2lCgMﻏﻠﻈﺖ ﻣﻨﺎﺳﺐ 
  ﻗﺮار ﮔﺮﻓﺘﻨﺪ.  )hcraeseR tebroC(در داﺧﻞ ﺗﺮﻣﻮﺳﺎﻳﻜﻠﺮ 
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 1َ            ْ 27                                              noisnetxE
      X03 detaepaR
 -----------------------------------------------------------------------
                5َ             ْ 27                                    noisnetxE  laniF
درﺻـﺪ  1/5ﺑـﺮ روي ژل آﮔـﺎرز  RCPو ﺗﻜﺜﻴﺮ ﻗﻄﻌﺎت ﻣـﻮرد ﻧﻈـﺮ، ﻣﺤﺼـﻮﻻت  RCPﺟﻬﺖ اﻃﻤﻴﻨﺎن از اﻧﺠﺎم ﻋﻤﻞ 
  اﻟﻜﺘﺮوﻓﻮرز ﮔﺮدﻳﺪ. 
  )sisylanA  noitcirtseR(ﺗﺎﻳﻴﺪ ﺑﻪ روش ﻫﻀﻢ آﻧﺰﻳﻤﻲ  - 2-01-2
  gninolC A/Tﺑﻪ وﺳﻴﻠﻪ اﻳﻦ ﻋﻤﻞ از وﺟﻮد ﻗﻄﻌﻪ ﻛﻠﻮن ﺷﺪه در داﺧﻞ ﭘﻼﺳﻤﻴﺪ و ﺑﻪ ﻋﺒﺎرت دﻳﮕـﺮ از ﺻـﺤﺖ اﻧﺠـﺎم 
ﭘﺮاﻳﻤﺮﻫﺎي ﻣﻮرد ﻏﺮﺑـﺎﻟﮕﺮي اوﻟﻴـﻪ  RCPاﻃﻤﻴﻨﺎن ﺑﻪ دﺳﺖ آﻣﺪ. در اﻳﻦ ﺑﺮرﺳﻲ، ﭘﻼﺳﻤﻴﺪﻫﺎي ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺒﻲ ﻛﻪ ﺑﺎ اﻧﺠﺎم 
ﻛـﻪ در دو  IHmaBو  IRocEﻗﺮار ﮔﺮﻓﺘﻪ ﺑﻮدﻧﺪ ﺑﺮاي ﺗﺎﻳﻴﺪ وﺟﻮد ﻗﻄﻌﻪ ، ﺗﺤﺖ ﻋﻤﻞ ﻫﻀـﻢ آﻧﺰﻳﻤـﻲ ﺑـﺎ آﻧـﺰﻳﻢ ﻫـﺎي 
ﻨﺪ. ﭘﺲ از ﻫﻀﻢ آﻧﺰﻳﻤﻲ و اﻧﺠﺎم اﻟﻜﺘﺮوﻓﻮرز ﭼﻨﺎﻧﭽـﻪ اﻧﺘﻬﺎي ﻗﻄﻌﻪ ﻛﻠﻮن ﺷﺪه داراي ﺟﺎﻳﮕﺎه ﺑﺮش ﺑﻮدﻧﺪ ﻗﺮار ﮔﺮﻓﺘ
 0082 pbو ﻳـﻚ ﺑﺎﻧـﺪ ﻣﺠـﺰا ﺣـﺪود  mgpﻣﺮﺑـﻮط ﺑـﻪ ژن  6171  pbدر وﻛﺘﻮر ﻛﻠﻮن ﺷﺪه ﺑﺎﺷﺪ، ﻳﻚ ﺑﺎﻧـﺪ  mgpژن 
  ﻣﺮﺑﻮط ﺑﻪ ﭘﻼﺳﻤﻴﺪ ﻫﻀﻢ ﺷﺪه دﻳﺪه ﻣﻲ ﺷﺪ. 
  ﻣﻴﻜﺮوﻟﻴﺘﺮي و ﻣﻘﺎدﻳﺮ زﻳﺮ ﻗﺮار ﮔﺮﻓﺖ: 02در ﺣﺠﻢ  IH maBاﺑﺘﺪا ﭘﻼﺳﻤﻴﺪ ﺗﺤﺖ ﻫﻀﻢ آﻧﺰﻳﻤﻲ 
  
 lµ5      )R75ztP / mgp( dimsalP
       lµ1                                 IH maB
  lµ2                                    reffuB
 lµ21                                       W.D
 ------------------------------------------------
 lµ02                        emulov  latoT
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ﻣﻴﻜﺮوﻟﻴﺘﺮ از ان در ﻛﻨﺎر ﭘﻼﺳـﻤﻴﺪ  2درﺟﻪ ﻗﺮار ﮔﺮﻓﺖ و ﺳﭙﺲ  73ﺳﺎﻋﺖ در ﺑﻦ ﻣﺎري  2واﻛﻨﺶ آﻧﺰﻳﻤﻲ ﺑﻪ ﻣﺪت 
% اﻟﻜﺘﺮوﻓﻮرز ﮔﺮدﻳﺪ. ﻛﻪ ﺑﺎ ﻣﺸﺎﻫﺪه ﺧﻄﻲ ﺷﺪن ﭘﻼﺳﻤﻴﺪ ﻧﻮﺗﺮﻛﻴـﺐ، ﻋﻤـﻞ ﻫﻀـﻢ 0/8ﻫﻀﻢ ﻧﺸﺪه روي ژل آﮔﺎرز 
  ﺗﻮﺳﻂ آﻧﺰﻳﻢ اول اﻧﺠﺎم ﺷﺪه ﺑﻮد. 
 1/5اﺿﺎﻓﻪ ﺷﺪ و اﻳﻦ ﺑﺎر ﻧﻴـﺰ واﻛـﻨﺶ ﺑـﻪ ﻣـﺪت  IR ocEﻣﻴﻜﺮوﻟﻴﺘﺮ از آﻧﺰﻳﻢ دوم ﻳﻌﻨﻲ  1ﺳﭙﺲ ﺑﻪ ﺑﺎﻗﻴﻤﺎﻧﺪه واﻛﻨﺶ، 
درﺻـﺪ  1ﻣﻴﻜﺮوﻟﻴﺘﺮ از ان در ﻛﻨﺎر ﻣﺎرﻛﺮ و روي ژل آﮔﺎرز  01درﺟﻪ ﻗﺮار ﮔﺮﻓﺖ و ﻣﻘﺪار  73ﺳﺎﻋﺖ در ﺑﻦ ﻣﺎري 
 A/Tﻈـﺮ، ﻋﻤـﻞ ﻣﺠﺰا ﺑﺮاي ﭘﻼﺳﻤﻴﺪ و ﻳﻚ ﺑﺎﻧـﺪ ﻣﺠـﺰا ﺑـﺮاي زن ﻣـﻮرد ﻧ اﻟﻜﺘﺮوﻓﻮرز ﮔﺮدﻳﺪ و ﺑﺎ ﻣﺸﺎﻫﺪه ﻳﻚ ﺑﺎﻧﺪ 
،  etauD TEpﻻزم ﺑـﺮاي اﻟﺤـﺎق ﺑـﻪ وﻛﺘـﻮر  tresniﻣﻮرد ﺗﺎﻳﻴﺪ ﻗﺮار ﮔﺮﻓﺖ. و ﻗﻄﻌﻪ ﻣﻮرد ﻧﻈـﺮ ﺟﻬـﺖ ﺗﻬﻴـﻪ  gninolC
  اﻟﻜﺘﺮوﻓﻮرز و از ژل ﺗﺨﻠﻴﺺ ﮔﺮدﻳﺪ. 
  
   I -tauD tePدر وﻛﺘﻮر  mgpﺳﺎب ﻛﻠﻮن ﻛﺮدن ژن   -2-11
  :)noitagiL(ﺟﻬﺖ اﻟﺤﺎق   1-tauDآﻣﺎده ﺳﺎزي ﭘﻼﺳﻤﻴﺪ  -2-11-1
در  IR ocEو   IH maB، ﺟﺎﻳﮕﺎه ﻫﻀﻢ آﻧـﺰﻳﻢ ﻫـﺎي  mgpژن  )noitacifilpmA(در ﻃﺮاﺣﻲ ﭘﺮاﻳﻤﺮﻫﺎ ﺑﺮاي ﺗﻜﺜﻴﺮ ﭼﻮن 
ﻛـﺮدن ژن ﻣـﻮرد ﻧﻈـﺮ در  enolc buSﺑـﻮد، ﺑـﻪ ﻣﻨﻈـﻮر در ﻧﻈﺮ ﮔﺮﻓﺘـﻪ ﺷـﺪه  esreveRو  drawroFﭘﺮاﻳﻤﺮﻫﺎي  5ﺳﻤﺖ 
ﺑﺮﻳـﺪه ﺷـﻮد ﺗـﺎ ﺑـﺎ ﺧﻄـﻲ ﺷـﺪن ﭘﻼﺳـﻤﻴﺪ  ، اﺑﺘﺪا ﺑﺎﻳﺪ اﻳﻦ ﭘﻼﺳﻤﻴﺪ ﺗﻮﺳﻂ آﻧﺰﻳﻢ ﻫﺎي ﻓـﻮق   1-tauD tepوﻛﺘﻮر ﺑﻴﺎن 
، دو اﻧﺘﻬﺎي ﭼﺴﺒﻨﺎك ﻧﻴﺰ ﺑﻪ وﺟﻮد آﻳﺪ و ﺑﺘﻮاﻧﺪ ﺑﺎ دو اﻧﺘﻬﺎي ﭼﺴﺒﻨﺎك ﻗﻄﻌﻪ ﻣـﻮرد ﻧﻈـﺮ )ﻗﻄﻌـﻪ ﺟـﺪا ﺷـﺪه،  )reniL(
  اﻧﺠﺎم ﮔﻴﺮد.    noitagiL( ﻣﺘﺼﻞ ﮔﺮدد و ﻋﻤﻞ IR ocEو  IH maBﺑﺎ دو آﻧﺰﻳﻢ  mgp-R75ztPﺣﺎﺻﻞ از ﺑﺮش ﭘﻼﺳﻤﻴﺪ 
  در واﻛﻨﺶ زﻳﺮ ﺻﻮرت ﮔﺮﻓﺖ:  1-tauD TEpﺑﺮش آﻧﺰﻳﻤﻲ ﭘﻼﺳﻤﻴﺪ 
 lµ01                                 dimsalP
    lµ5                                    reffuB
       lµ1                                 IH maB
  lµ1                                   IR ocE
 lµ33                                       W.D
 ------------------------------------------------
 lµ05                        emulov  latoT
 
  درﺻﺪ اﻟﻜﺘﺮوﻓﻮرز ﺷﺪ.  1درﺟﻪ ﻧﮕﻬﺪاري ﺷﺪ و ﻣﺤﺼﻮل واﻛﻨﺶ روي ژل  73ﺳﺎﻋﺖ در  2واﻛﻨﺶ ﺑﻪ ﻣﺪت 
  در وﻛﺘﻮر ﺑﻴﺎن  )noitagiL(واﻛﻨﺶ اﻟﺤﺎق  2-11-2
در اﻳﻦ ﻣﺮﺣﻠﻪ ﻧﻴﺰ ﺑﺎ ﻣﺤﺎﺳﺒﻪ ﻣﻘﺪار ﻏﻠﻈﺖ ﻫﺮ ﻳﻚ و در ﻧﻈﺮ ﮔﺮﻓﺘﻦ ﻣﻮﻻرﻳﺘﻪ ﻣﻨﺎﺳﺐ  rotceV و tresnIاﻟﺤﺎق ﻗﻄﻌﺎت 
درﺟﻪ ﺑﻪ ﻣـﺪت  22اﻧﺠﺎم ﺷﺪ و در دﻣﺎي  esagil AND 4T ) esatnamreF(( ﺑﺎ اﺳﺘﻔﺎده از آﻧﺰﻳﻢ 1ﺑﻪ  3ﻫﺮ ﻛﺪام )ﻧﺴﺒﺖ 
  ﺳﺎﻋﺖ ﻧﮕﻬﺪاري ﺷﺪ.  2
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  :ت زﻳﺮ ﺑﻮدﻣﺘﺸﻜﻞ از ﺗﺮﻛﻴﺒﺎ  noitagilﻣﻴﻜﺮوﻟﻴﺘﺮي ﺟﻬﺖ  02واﻛﻨﺶ 
 lµ5                                            tresnI 
  lµ 1                                           rotceV
  lµ 1                            esagiL AND 4T
  lµ 2                esagiL AND 4T reffuB
 lµ 11                                              W.D
 ------------------------------------------------------
 lµ 02                                emulov latoT
و ﺑـﺎ  01POTﺳـﻮﻳﻪ   iloc.Eﺑﺮ روي ﺑﺎﻛﺘﺮي ﻫﺎي  R75ztP/mgpﻋﻤﻞ ﺗﺮاﻧﺴﻔﻮرﻣﺎﺳﻴﻮن دوم ﻧﻴﺰ ﻣﺎﻧﻨﺪ ﺗﺮاﻧﺴﻔﻮرﻣﺎﺳﻴﻮن 
  ژن ذﻛﺮ ﺷﺪ، ﺻﻮرت ﮔﺮﻓﺖ.    gninolC  A/Tآﻧﭽﻪ در ﻣﻮرد و ﺷﻮك ﺣﺮارﺗﻲ ﻣﻄﺎﺑﻖ ﺑﺎ    2lCaCاﺳﺘﻔﺎده از 
  اﻧﺠﺎم ﮔﺮﻓﺖ.  RCPﺗﺎﻳﻴﺪ ﻛﻠﻮﻧﻴﻨﮓ ﻧﻴﺰ ﻣﺎﻧﻨﺪ ﻗﺒﻞ ﺑﺎ روش 
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  ﻧﺘﺎﻳﺞ-3
  .ﺛﺒﺖ ﺷﺪه اﺳﺖ 775451xjﺑﺎ ﻛﺪ  IBCNﺗﻮاﻟﻲ ﺑﺪﺳﺖ آﻣﺪه از اﺳﺘﺮﭘﺘﻮﻛﻮﻛﻮس اﻳﻨﻴﻪ در 
  ﻛﺸﺖ و ﺟﺪاﺳﺎزي اﺳﺘﺮﭘﺘﻮﻛﻮﻛﻮس اﻳﻨﻴﻪ  -3-1
 5ﻴﻪ از ﺑﺎﻓﺖ ﻫﺎي ﻣﺨﺘﻠﻒ ﻣﺎﻫﻲ و ﻛﺸﺖ روي ﻣﺤﻴﻂ آﮔﺎر ﺧﻮﻧـﺪار ﺣـﺎوي ﭘﺲ از ﺟﺪاﺳﺎزي اﺳﺘﺮﭘﺘﻮﻛﻮﻛﻮس اﻳﻨ
اﻧﺠﺎم ﺷﺪ و ﻣﺤﺼـﻮل  ANRr S61ﺑﺎ ﭘﺮاﻳﻤﺮﻫﺎي اﺧﺘﺼﺎﺻﻲ  RCPواﻛﻨﺶ   eaini.Sدرﺻﺪ ﺧﻮن ﮔﻮﺳﻔﻨﺪ، ﺑﺮاي ﺗﺎﻳﻴﺪ 
  (.  2-4و  1-4درﺻﺪ اﻟﻜﺘﺮوﻓﻮرز ﺷﺪ) ﺷﻜﻞ  1/5روي ژل آﮔﺎرز  RCP
  
  ﻨﻴﻪ ﺟﻬﺖ ﺗﺎﻳﻴﺪ اﺳﺘﺮﭘﺘﻮﻛﻮﻛﻮس اﻳ RCPواﻛﻨﺶ   -3-2
  
  ﻣﺘﻌﻠﻖ ﺑﻪ ﺑﺎﻛﺘﺮي اﺳﺘﺮﭘﺘﻮﻛﻮﻛﻮس اﻳﻨﻴﻪ از ﺑﺎﻓﺖ ﻣﻐﺰ ﻣﺎﻫﻲ )pb 455( anrR S61ژن RCPﻣﺤﺼﻮل  -1
  ﻣﺘﻌﻠﻖ ﺑﻪ ﺑﺎﻛﺘﺮي اﺳﺘﺮﭘﺘﻮﻛﻮﻛﻮس اﻳﻨﻴﻪ از ﺑﺎﻓﺖ ﻗﻠﺐ ﻣﺎﻫﻲ )pb 455( anrR S61ژن RCPﻣﺤﺼﻮل  -2
  ﻪ ﻣﺎﻫﻲﻣﺘﻌﻠﻖ ﺑﻪ ﺑﺎﻛﺘﺮي اﺳﺘﺮﭘﺘﻮﻛﻮﻛﻮس اﻳﻨﻴﻪ از ﺑﺎﻓﺖ ﻋﻀﻠ )pb 455( anrR S61ژن RCPﻣﺤﺼﻮل  -3
  ﻣﺘﻌﻠﻖ ﺑﻪ ﺑﺎﻛﺘﺮي اﺳﺘﺮﭘﺘﻮﻛﻮﻛﻮس اﻳﻨﻴﻪ از اﻋﻤﺎ و اﺣﺸﺎء ﻣﺎﻫﻲ )pb 455( anrR S61ژن RCPﻣﺤﺼﻮل  -4
  ﻣﺘﻌﻠﻖ ﺑﻪ ﺑﺎﻛﺘﺮي اﺳﺘﺮﭘﺘﻮﻛﻮﻛﻮس اﻳﻨﻴﻪ از ﺑﺎﻓﺖ اﻃﺮاف ﭼﺸﻢ )pb 455( anrR S61ژن RCPﻣﺤﺼﻮل  -5
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  MGPﺟﻬﺖ ﺗﻜﺜﻴﺮ ژن  RCPواﻛﻨﺶ  - 3-3
  
  
  mgpژن  RCPﻣﺤﺼﻮل  -1
  )PB 00001-001(ﻣﺎرﻛﺮ  M-AND
  
  
  ﻏﺮﺑﺎﻟﮕﺮي ﻛﻠﻮﻧﻲ ﻫﺎي ﺣﺎوي ﻗﻄﻌﻪ  -3-4
رﺷﺪ  B.L، ﻛﻠﻮﻧﻲ ﻫﺎي ﺳﻔﻴﺪ و آﺑﻲ روي ﻣﺤﻴﻂ  01POT iloc.Eو ﺗﺮاﻧﺴﻔﻮرم در ﺳﻠﻮل ﻫﺎي    noitagiLﭘﺲ از اﻧﺠﺎم 
از ﻛﻠﻨﻲ ﻫﺎي آﺑـﻲ ﺑـﺪون ﻗﻄﻌـﻪ ،  lag-Xﻛﺮﻧﺪﻧﺪ. ﻛﻠﻨﻲ ﻫﺎي ﺣﺎوي ﻗﻄﻌﻪ ﻛﻪ ﺳﻔﻴﺪ ﻣﻲ ﺑﺎﺷﻨﺪ. ﺗﻮﺳﻂ آﻣﭙﻲ ﺳﻴﻠﻴﻦ و 
  (. 4-4)ﺗﺼﻮﻳﺮ  ﻏﺮﺑﺎﻟﮕﺮي ﺷﺪﻧﺪ
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   RCPﺗﺎﻳﻴﺪ ﻛﻠﻮﻧﻴﻨﮓ  ﺑﺎ  -3-5
ﮔﺬاﺷـﺘﻪ   RCPاز ﭘﻼﺳﻤﻴﺪﻫﺎي اﺳﺘﺨﺮاج ﺷﺪه   mgpﺑﺎ اﺳﺘﻔﺎده از ﭘﺮاﻳﻤﺮﻫﺎي اﺧﺘﺼﺎﺻﻲ ژن  gninolcﺑﻪ ﻣﻨﻈﻮر ﺗﺎﻳﻴﺪ 
  .(5-4درﺻﺪ اﻟﻜﺘﺮوﻓﻮرز ﮔﺮدﻳﺪ )ﺷﻜﻞ  1روي ژل آﮔﺎرز  RCPﺷﺪ و ﻣﺤﺼﻮل 
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 ﺗﺎﻳﻴﺪ ﻛﻠﻮﻧﻴﻨﮓ ﺑﻪ روش ﻫﻀﻢ آﻧﺰﻳﻤﻲ  -3-6
 maBﻣﻮرد ﻫﻀﻢ آﻧﺰﻳﻤﻲ ﺑﺎ  mgp/R75ztP، ﭘﻼﺳﻤﻴﺪ ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺐ ﺣﺪ واﺳﻂ  )mgp(ﺗﺎﻳﻴﺪ ﻛﻠﻮﻧﻴﻨﮓ ژن ﻣﻮرد ﻧﻈﺮ  ﺑﺮاي
درﺻﺪ ﻣﺸﺎﻫﺪه ﺷﺪ)ﺷﻜﻞ  1ﻗﺮار ﮔﺮﻓﺖ و ﭘﻼﺳﻤﻴﺪ ﻫﻀﻢ ﺷﺪه ﺑﻪ ﻫﻤﺮاه ﻣﺎرﻛﺮ روي ژل آﮔﺎرز  IR ocEو ﺳﭙﺲ  1H
  (. 6-4
  
  rcpﺑﺎ  1-tauDTEpدر وﻛﺘﻮر  mgpﺗﺎﻳﻴﺪ ﺳﺎب ﻛﻠﻮن ژن -3-7
ﺳـﺎب ﻛﻠـﻮن ﺷـﺪ و  1-tuDTEpﺗﺨﻠﻴﺺ ﺷﺪه دورن ﭘﻼﺳـﻤﻴﺪ   mgpآﻧﺰﻳﻤﻲ و اﺳﺘﺨﺮاج از ژل ، ﻗﻄﻌﻪ  ﭘﺲ از ﻫﻀﻢ
  (.7-4ﺗﺎﻳﻴﺪ ﺷﺪ )ﺷﻜﻞ  mgpﺑﺎ ﭘﺮاﻳﻤﺮﻫﺎي اﺧﺘﺼﺎﺻﻲ  RCPﭘﻼﺳﻤﻴﺪ ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺐ ﺣﺎﺻﻞ ﺗﻮﺳﻂ واﻛﻨﺶ 
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  ﺑﺤﺚ وﻧﺘﻴﺠﻪ ﮔﻴﺮي-4
از  6791اوﻟﻴﻦ اﺑﺮ در ﺳﺎل    eaini.Sاﺳﺘﺮﭘﺘﻮﻛﻮك اﻳﻨﻴﻪ ﺑﻪ ﻋﻨﻮان ﭘﺎﺗﻮژن ﻣﻬﻢ ﻣﺎﻫﻲ در دﻫﻪ اﺧﻴﺮ ﻇﻬﻮر ﻛﺮده اﺳﺖ. 
ﺳﺎل ﭘﺲ از آن ﻓﻘـﻂ ﺑـﻪ ﻋﻨـﻮان ﭘـﺎﺗﻮژن آﺑﺰﻳـﺎن ﻣـﻮرد  02ﺟﺪا ﺷﺪ و ﺗﺎ  sisnerffoeg ainIدوﻟﻔﻴﻦ آب ﺷﻴﺮﻳﻦ ﺑﻪ ﻧﺎم 
، اوﻟﻴﻦ ﺑﺎر ﺑـﻪ ﻋﻨـﻮان ﻋﺎﻣـﻞ ﻋﻔﻮﻧـﺖ در  5991-6991. ﺗﺎ اﻳﻨﻜﻪ در زﻣﺴﺘﺎن ﺳﺎل (2002 ,.la te notgnirraH)ﺗﻮﺟﻪ ﺑﻮد
ﺑﻴﻤﺎر ﺑﻪ دﻟﻴـﻞ ﺳـﻠﻮﻟﻴﺖ ﺑـﺎﻛﺘﺮﻳﻤﻲ ﺑـﻪ ﻣﺮﻛـﺰ ﻛﻨﺘـﺮل ﭘﻴﺸـﮕﻴﺮي از ﺑﻴﻤﺎرﻫـﺎ  9ﻮرﻧﺘﻮ ﻛﺎﻧﺎدا، اﻧﺴﺎن ﺷﻨﺎﺳﺎﻳﻲ ﺷﺪ. در ﺗ
ﻣﺮاﺟﻌﻪ ﻛﺮدﻧﺪ ﻛﻪ ﻳﻚ ﻧﻔـﺮ از آﻧﻬـﺎ ﻋﻠـﻮاه ﺑـﺮ ﺳـﻠﻮﻟﻴﺖ ﺑـﺎﻛﺘﺮﻳﻤﻲ، ﺑـﻪ ﻋﻔﻮﻧـﺖ ﺗﻬـﺎﺟﻤﻲ اﻟﺘﻬـﺎب ﻣﻔﺼـﻞ،  )CDC(
داﺷﺘﻨﺪ. ﭘـﺲ از ﺗﻌﻴـﻴﻦ  اﻧﺪوﻛﺎردﻳﺖ و ﻣﻨﻨﮋﻳﺖ ﻧﻴﺰ ﻣﺒﺘﻼ ﺷﺪه ﺑﻮد. ﻫﻤﻪ ﺑﻴﻤﺎران ﻧﻴﺰ در ﻫﻔﺘﻪ اﺧﻴﺮ ﺑﺎ ﻣﺎﻫﻲ ﺗﺎزه ﺗﻤﺎس
ﻫﻤ ــﺎن  ANDژﻧ ــﻮﻣﻲ ﺑ ــﺎﻛﺘﺮي ﺟ ــﺪا ﺷ ــﺪه از ﺑﻴﻤ ــﺎران، ﻣﺸ ــﺎﺑﻪ  AND، ﻣﺸــﺨﺺ ﺷ ــﺪ ﻛ ــﻪ EGFPﺗ ــﻮاﻟﻲ ﺑ ــﻪ روش 
ﺳﺎل ﭘﻴﺶ از دوﻟﻔﻴﻦ ﺟﺪا ﺷﺪه ﺑﻮد و اﻳﻦ ﺑﺎﻛﺘﺮي ﻫﻢ اﻛﻨﻮن ﺑﻪ ﻋﻨـﻮان ﭘـﺎﺗﻮژن  02اﺳﺘﺮﭘﺘﻮﻛﻮﻛﻮس اﻳﻨﻴﻪ اي ﺑﻮد ﻛﻪ 
ن در ﺟﻬﺎن ﻣﻮرد ﺗﻮﺟﻪ ﺗﺤﻘﻴﻘﺎت ﺟﺪﻳﺪ ﻗﺮار ﮔﺮﻓﺘﻪ ﻣﺸﺘﺮك اﻧﺴﺎن و آﺑﺰﻳﺎن و ﻣﺸﻜﻞ اﺻﻠﻲ ﺳﻼﻣﺖ و اﻗﺘﺼﺎد آﺑﺰﻳﺎ
. اﺳﺘﺮﭘﺘﻮﻛﻮﻛﻮس اﻳﻨﻴﻪ ﺑﺎ اﻳﺠﺎد ﺳﻠﻮﻟﻴﺖ ﻣﺎﻧﻨﺪ اﺳـﺘﺮﭘﺘﻮﻛﻮﻛﻮس ﭘـﺎﻳﻮژﻧﺰ و اﺳـﺘﺮﭘﺘﻮﻛﻮﻛﻮس (5002 ,malkcaF)اﺳﺖ
دﻳﺲ ﮔﺎﻻﻛﺘﻴﻪ و ﺑﺎ اﻳﺠﺎد اﺳﺘﺌﻮ ﻣﻴﻠﻴﺖ ﻣﺎﻧﻨﺪ اﺳﺘﺮﭘﺘﻮﻛﻮﻛﻮس ﭘﻨﻮﻣﻮﻧﻴـﻪ و اﺳـﺘﺮﭘﺘﻮﻛﻮﻛﻮس آﮔﺎﻻﻛﺘﻴـﻪ ﻣﺎﻧﻨـﺪ ﺳـﺎﻳﺮ 
ﭘﺎﺗﻮژن ، ﺑﻴﻤﺎرﻳﺰا ﻣﻲ ﺑﺎﺷﺪ. اﻣﺎ ﺑﻪ دﻻﻳﻞ ﻣﺨﺘﻠﻔﻲ از ﺟﻤﻠﻪ، ﻋﺪم آﮔﺎﻫﻲ ﭘﺰﺷﻜﺎن و ﺗﻜﻨﺴﻴﻦ ﻫﺎي اﺳﺘﺮﭘﺘﻮﻛﻮك ﻫﺎي 
آزﻣﺎﻳﺸﮕﺎه ﻣﻴﻜﺮوﺑﻴﻮﻟﻮژي از اﻳﻦ ﺑﺎﻛﺘﺮي و ﻫﻤﭽﻨﻴﻦ ﺑﻪ دﻟﻴﻞ اﻳﺠﺎد ﺳﻠﻮﻟﻴﺖ و ﻫﻤﻠﻴﺰ ﺑﺘﺎ روي ﻣﺤﻴﻂ آﮔﺎر ﺧﻮﻧـﺪار، 
ﻔﻮﻧـﺖ ﻫـﺎي ﺣﺎﺻـﻞ از اﻳـﻦ اﺣﺘﻤـﺎل وﺟـﻮد دارد ﻛـﻪ ﺑ ـﻪ اﺷـﺘﺒﺎه، اﺳـﺘﺮﭘﺘﻮﻛﻮﻛﻮس ﭘـﺎﻳﻮژﻧﺰ ﮔـﺰارش ﺷـﻮد و ﻋ 
اﻳﻨﻴﻪ ﻧﺎدﻳﺪه ﮔﺮﻓﺘﻪ ﺷﻮﻧﺪ. ﻫﻤﭽﻨﻴﻦ ﺑﻪ ﻋﻠـﺖ ﻓﻘـﺪان روش ﻫـﺎي ﺗﺸـﺨﻴﺺ ﻣﺘـﺪاول در آزﻣﺎﻳﺸـﮕﺎه اﺳﺘﺮﭘﺘﻮﻛﻮﻛﻮس 
ﻣﻴﻜﺮوﺑﻴﻮﻟﻮژي در ﺷﻨﺎﺳﺎﻳﻲ اﻳﻦ ﺑﺎﻛﺘﺮي و ﻣﻘﺮون ﺑﻪ ﺻﺮﻓﻪ ﻧﺒﻮدن ﺗﻜﻨﻴﻚ ﻫﺎي ﻣﻮﻟﻜﻮﻟﻲ، آﻣـﺎر دﻗﻴﻘـﻲ از ﺷـﻴﻮع و 
  ﺳﺘﺮس ﻧﻤﻲ ﺑﺎﺷﺪ. ﻓﺮاواﻧﻲ اﻳﻦ ﺑﺎﻛﺘﺮي در آﺳﻴﺎ و ﺑﻪ وﻳﮋه در اﻳﺮان در د
اﻛﻨﻮن ﺑﻪ دﻟﻴﻞ ﻣﺸﺘﺮك ﺑﻮدن اﻳﻦ ﭘﺎﺗﻮژن ﺑﺎ اﻧﺴﺎن و آﺑﺰﻳﺎن و زﻳﺎن ﻫﺎي اﻗﺘﺼﺎدي ﻓﺮاواﻧﻲ ﻛﻪ ﺑﺮ ﺻﻨﻌﺖ آﺑﺰﻳﺎن وارد 
ﻗﺮار ﮔﺮﻓﺘـﻪ اﺳـﺖ و ﭘﮋوﻫﺸـﮕﺮان در ﺻـﺪد ﻧﻤﻮده اﺳﺖ، اﺳﺘﺮﭘﺘﻮﻛﻮﻛﻮس اﻳﻨﻴﻪ ﻫﺪف ﺧﻮﺑﻲ ﺟﻬﺖ ﻣﻄﺎﻟﻌﺎت اﺧﻴﺮ 
ﻲ ﺑﺎ وﺟﻮد دو ﺳﺮوﺗﻴﭗ ﻣﺨﺘﻠﻒ اﺳـﺘﺮﭘﺘﻮﻛﻮﻛﻮس اﻳﻨﻴـﻪ، ﻧـﻮع ﺳﺎﺧﺘﻦ واﻛﺴﻦ ﻣﻨﺎﺳﺒﻲ ﻋﻠﻴﻪ اﻳﻦ ﺑﺎﻛﺘﺮي ﺑﺮآﻣﺪﻧﺪ. وﻟ
ﺗﺮﻛﻴﺐ و ﺳﺎﺧﺘﻤﺎن واﻛﺴﻦ ﺑﺴﻴﺎر ﻣﻬﻢ ﻣﻲ ﺑﺎﺷﺪ. ﺑﻪ ﮔﻮﻧﻪ اي ﻛﻪ واﻛﺴﻦ ﺑﺎﻳﺪ ﻗـﺎدر ﺑﺎﺷـﺪ ﺣﻔﺎﻇـﺖ در ﺑﺮاﺑـﺮ ﻫـﺮ دو 
ﺳﺮوﺗﻴﭗ اﺳﺘﺮﭘﺘﻮﻛﻮﻛﻮس اﻳﻨﻴﻪ اﻳﺠﺎد ﻛﻨﺪ. اﻣﺎ واﻛﺴﻦ ﻫﺎﻳﻲ ﻛﻪ ﺗﺎﻛﻨﻮن ﺑﺪﻳﻦ ﻣﻨﻈﻮر ﺳـﺎﺧﺘﻪ ﺷـﺪه اﻧـﺪ ﺑـﻪ ﺻـﻮرت 
و ﻫﻤﻜﺎراﻧﺶ  nanahcuB 5002ﻓﻌﺎل ﺑﻮدﻧﺪ و ﺑﺎ ﻣﻮﻓﻘﻴﺖ ﻣﺤﺪودي روﺑﺮو ﺷﺪه اﻧﺪ. ﺗﺎ اﻳﻨﻜﻪ در ﺳﺎل  ﻣﻨﻮواﻟﻨﺖ و ﻏﻴﺮ
آﻧﺰﻳﻢ ﻓﺴﻔﻮﮔﻠﻮﻛﻮﻣﻮﺗﺎز را ﺑﻪ ﻋﻨﻮان اوﻟﻴﻦ ﻣﻮﻟﻜﻮل ﺑﻴﻤﺎرﻳﺰاي اﺳﺘﺮﭘﺘﻮﻛﻮﻛﻮس اﻳﻨﻴﻪ ﺷﻨﺎﺳﺎﻳﻲ ﻛﺮدﻧﺪ. آﻧﺰﻳﻢ ﻓﺴـﻔﻮ 
ي ﭘﻠـﻲ ﺳـﺎﻛﺎرﻳﺪي ﺑـﺎﻛﺘﺮي از ﻓﺴﻔﺖ در ﺗﻮﻟﻴـﺪ ﺳـﺎﺧﺘﺎرﻫﺎ  -1ﻓﺴﻔﺎت و ﮔﻠﻮﻛﺰ  -6ﮔﻠﻮﻛﻮﻣﻮﺗﺎز ﺑﺎ ﺗﺒﺪﻳﻞ ﮔﻠﻮﻛﺰ 
و ﻫﻤﻜﺎراﻧﺶ ﻧﺸـﺎن دادﻧـﺪ در  nanahcuBﺟﻤﻠﻪ ﻛﭙﺴﻮل اﺳﺘﺮﭘﺘﻮﻛﻮﻛﻮس اﻳﻨﻴﻪ، ﻧﻘﺶ ﻣﻬﻤﻲ در ﺑﻴﻤﺎرﻳﺰاﻳﻲ آن دارد. 
ﻣﻮﺗ ــﺎﻧﺘﻲ ﻛ ــﻪ ژن ﻓﺴ ــﻮﻓﮕﻠﻮﻛﻮﻣﻮﺗﺎز آن ﺗﺨﺮﻳ ــﺐ ﺷ ــﺪه ﺑ ــﻮد، ﺿــﺨﺎﻣﺖ ﻛﭙﺴ ــﻮل و دﻳ ــﻮاره ﺳ ــﻠﻮﻟﻲ آن در زﻳ ــﺮ 
  . (502 ,malkcaF)ﺮ ﻛﺎﻫﺶ داﺷﺖﺑﺮاﺑ 3ﻣﻴﻜﺮوﺳﻜﻮپ اﻟﻜﺘﺮوﻧﻲ ﻧﺴﺒﺖ ﺑﻪ ﺗﻴﭗ وﺣﺸﻲ ﺑﺎﻛﺘﺮي، 
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اﺳﺘﺮوﭘﺘﻮﻛﻮﻛﻮس اﻳﻨﻴﻪ ﻛﻪ در ارﺗﺒﺎط ﺑﺎ ﺑﻴﻤﺎرﻳﻬﺎي ﺗﻬﺎﺟﻤﻲ و ﺳﻴﺴـﺘﻤﻴﻚ اﺳـﺖ ﻧﻴـﺰ ﺑـﺎ ﺗﻮﻟﻴـﺪ  IIاز ﻃﺮﻓﻲ ﺳﺮوﺗﻴﭗ 
. ﺑﻨﺎﺑﺮاﻳﻦ ﻣﻮﻟﻜﻮل ﻓﺴﻔﻮﮔﻠﻮﻛﻮﻣﻮﺗﺎز، ﻛﺎﻧﺪﻳﺪ ﻣﻨﺎﺳﺒﻲ ﺟﻬﺖ ﺗﻬﻴـﻪ واﻛﺴـﻦ (8002 ,.la te inahgaF) ﻛﭙﺴﻮل ﻫﻤﺮاه ﺑﻮد
  ﺑﻪ ﺻﻮرت واﻛﺴﻦ ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺐ ﻋﻠﻴﻪ ﻫﺮ دو ﺳﺮوﺗﻴﭗ اﺳﺘﺮﭘﺘﻮﻛﻮﻛﻮس اﻳﻨﻴﻪ ﻋﻤﻞ ﻛﻨﺪ. ﻣﻲ ﺑﺎﺷﺪ ﻛﻪ اﺣﺘﻤﺎﻻً ﻣﻲ ﺗﻮاﻧﺪ 
اﮔﺮﭼﻪ در ﺑﺮرﺳﻲ ﺣﺎﺿﺮ، اﭘﻴﺪﻣﻴﻮﻟﻮژي ﻋﻔﻮﻧﺖ اﺳﺘﺮﭘﺘﻮﻛﻮﻛﻮس اﻳﻨﻴﻪ ﻣﻮرد ﻧﻈﺮ ﻧﺒﻮده، ﻣﺎﻣﺎ ﻧﺘﺎﻳﺞ ﻧﺸﺎن دادﻧﺪ ﻛﻪ از 
و ﻳﻚ ﻧﻤﻮﻧـﻪ از ﻣﻮرد ﺑﺮرﺳﻲ در درﻳﺎي ﺟﻨﻮب  ﻧﻤﻮﻧﻪ ﻳﻚ ﻧﻤﻮﻧﻪ، و از ﻫﺮ  3ﻧﻤﻮﻧﻪ ﻣﻮرد ﺑﺮرﺳﻲ از درﻳﺎي ﺧﺰر،  6
ﻣﻐﺎزه اي در ﺗﻬﺮان ﻧﻴﺰ ﺑﻪ اﻳﻦ ﺑﺎﻛﺘﺮي آﻟﻮده ﺑﻮدﻧﺪ و ﺑﻴﺎﻧﮕﺮ اﻳﻦ ﻣﻄﻠﺐ اﺳﺖ ﻛﻪ در ﻛﺸﻮر اﻳﺮان ﻧﻴﺰ آﻟﻮدﮔﻲ ﺑﻪ اﻳﻦ 
ﺑﺎﻛﺘﺮي اﺣﺘﻤﺎﻻً ﺑﺴﻴﺎر زﻳﺎد اﺳﺖ. ﻫﺪف از اﻳﻦ ﺗﺤﻘﻴﻖ، ﺟﺪاﺳﺎزي اﺳﺘﺮﭘﺘﻮﻛﻮﻛﻮس اﻳﻨﻴﻪ و ﻛﻠﻮﻧﻴﻨﮓ ژن ﺑﻴﻤﺎرﻳﺰاي 
اﻧﺴﺎﻧﻲ ﻲ در آﻳﻨﺪه ﺑﻮده اﺳﺖ ﻛﻪ ﺑﺎ واﻛﺴﻴﻨﺎﺳﻴﻮن ﻣﺎﻫﻲ ﻫﺎ، ﻋﻔﻮﻧﺘﻬﺎي ﻓﺴﻔﻮﮔﻠﻮﻛﻮﻣﻮﺗﺎز ﺟﻬﺖ ﺗﻬﻴﻪ واﻛﺴﻦ ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺒ
  ﻧﺎﺷﻲ از اﺳﺘﺮﭘﺘﻮﻛﻮﻛﻮس اﻳﻨﻴﻪ ﻛﻪ ﻧﺎدﻳﺪه ﮔﺮﻓﺘﻪ ﺷﺪه اﻧﺪ ﻧﻴﺰ ﺑﺮﻃﺮف ﮔﺮدد. 
ﺑﺮرﺳﻲ ﺣﺎﺿﺮ ﻃﻲ دو ﻣﺮﺣﻠﻪ اﻧﺠﺎم ﮔﺮﻓﺖ. در ﻣﺮﺣﻠﻪ اول، اﺳﺘﺮﭘﺘﻮﻛﻮﻛﻮس اﻳﻨﻴـﻪ از ﻣﺎﻫﻴﻬـﺎي آﻟـﻮده و ﻣﺸـﻜﻮك 
ﺪ ﮔﺮدد. در ﻣﺮﺣﻠﻪ ﺑﻌﺪ ﭘﺲ از ﺗﻜﺜﻴﺮ ژن ﺑﻴﻤﺎرﻳﺰاي ﻓﺴـﻔﻮﮔﻠﻮﻛﻮﻣﻮﺗﺎز، اﻳـﻦ ﺗﺎﻳﻴ RCPﺟﺪا ﺷﺪ و ﺑﺎ روش ﻣﻮﻟﻜﻮﻟﻲ 
  اﻧﺘﻘﺎل داده ﺷﺪ و در ﻧﻬﺎﻳﺖ ﻛﻠﻮن ﮔﺮدﻳﺪ.  01POT niarts iloc.Eژن در ﺑﺎﻛﺘﺮي 
ﻣﻄﺎﺑﻖ ﺑﺎ ﺗﺤﻘﻴﻘﺎﺗﻲ ﻛﻪ ﺗﺎﻛﻨﻮن ﺑﺮ روي اﺳﺘﺮﭘﺘﻮﻛﻮﻛﻮس اﻳﻨﻴﻪ اﻧﺠﺎم ﺷﺪه اﺳﺖ و ﺟﻬﺖ ﺟﺪاﺳـﺎزي اﻳـﻦ ﺑـﺎﻛﺘﺮي از 
درﺻﺪ ﺧﻮن ﮔﻮﺳﻔﻨﺪي اﺳﺘﻔﺎده ﻣﻲ ﺷﺪ و ﺑﺮرﺳﻲ ﻫﻤـﻮﻟﻴﺰ ﺑﺘـﺎ ﻧﻴـﺰ روي  5ﻮﻧﺪار ﺣﺎوي ﻳﺎ آﮔﺎر ﺧ ASTﻣﺤﻴﻂ ﻫﺎي 
درﺻـﺪ ﺧـﻮن  5ﻣﺤﻴﻂ آﮔﺎر ﺧﻮﻧﺪار اﻧﺠﺎم ﻣـﻲ ﮔﺮﻓـﺖ. در ﺑﺮرﺳـﻲ ﺣﺎﺿـﺮ ﻧﻴـﺰ از ﻣﺤـﻴﻂ آﮔـﺎر ﺧﻮﻧـﺪار ﺣـﺎوي 
ﮔﻮﺳﻔﻨﺪي اﺳﺘﻔﺎده ﺷﺪ و ﺑﺎ ﻣﺸﺎﻫﺪه ﻛﻠﻨﻲ ﻫﺎﻳﻲ ﺑﺎ ﻫﻤﻠﻴﺰ ﺑﺘﺎي واﺿﺢ و ﻛﺎﻣﻼً ﻣﺨﺎﻃﻲ، ﻣﺮاﺣﻞ ﺑﻌﺪي ﺗﺤﻘﻴـﻖ اﻧﺠـﺎم 
  . (1002 ,.la te nesdaM)داده ﺷﺪ
و ردﻳـﺎﺑﻲ ژن  06، ﻫﻴﺒﺮﻳﺪاﺳـﻴﻮن ژن ﭼـﺎﭘﺮون  ANRr S61اﺧﻴﺮاً از ﭼﻨﺪﻳﻦ ﺗﻜﻨﻴﻚ ﻣﻮﻟﻜﻮﻟﻲ از ﺟﻤﻠﻪ ﺗﻌﻴﻴﻦ ﺗـﻮاﻟﻲ 
ﻻﻛﺘﺎز اﻛﺴﻴﺪاز ﺑﻪ ﻋﻨﻮان ژن ﻫﺪف در ﺗﺸﺨﻴﺺ اﺳﺘﺮﭘﺘﻮﻛﻮﻛﻮس اﻳﻨﻴﻪ اﺳﺘﻔﺎده ﻣـﻲ ﻛﻨﻨـﺪ ﻛـﻪ در ﻣﻘﺎﻳﺴـﻪ ﺑـﺎ روش 
. در ﺗﺤﻘﻴـﻖ (8991 ,egdirreB)وﻳﮋﮔﻲ ﻫﺎي ﺑﺎﻻﺗﺮي ﺑﺮﺧﻮردار ﻣـﻲ ﺑﺎﺷـﻨﺪ  ﻫﺎي ﻣﻌﻤﻮل آزﻣﺎﻳﺸﮕﺎﻫﻲ از ﺣﺴﺎﺳﻴﺖ و
 -ﻓﻨﻞﺑﻪ روش  ANDاﺳﺘﺮﭘﺘﻮﻛﻮﻛﻮس اﻳﻨﻴﻪ، ﭘﺲ از اﺳﺘﺨﺮاج  anrR S61ﺣﺎﺿﺮ ﻧﻴﺰ ﺑﺎ ﻃﺮاﺣﻲ ﭘﺮاﻳﻤﺮﻫﺎي اﺧﺘﺼﺎﺻﻲ  
ش از ﻛﻠﻨﻲ ﻫﺎي ﻣﺸﻜﻮك، ﻛﻪ روﺷﻲ ﻧﺴﺒﺘﺎً ﺳﺎده ﺑﺎ وﻳﮋﮔﻲ ﺑﺎﻻ و در ﻣﻘﺎﻳﺴـﻪ ﺑـﺎ رو  RCPﻛﻠﺮوﻓﺮم ﺑﺎ اﻧﺠﺎم واﻛﻨﺶ 
  ﻫﺎي دﻳﮕﺮ ارزان ﺗﺮ ﻣﻲ ﺑﺎﺷﺪ، اﺳﺘﺮﭘﺘﻮﻛﻮﻛﻮس اﻳﻨﻴﻪ ﺗﺎﻳﻴﺪ ﺷﺪ. 
را ﺑﺎ اﺳﺘﻔﺎده  mgpاﻧﺠﺎم دادﻧﺪ. آﻧﻬﺎ ژن  5002و ﻫﻤﻜﺎراﻧﺶ در ﺳﺎل  nanahcuBﺗﺤﻘﻴﻖ ﺣﺎﺿﺮ ﻣﺸﺎﺑﻪ ﺗﺤﻘﻴﻘﻲ ﺑﻮد ﻛﻪ 
 -5 esreveRو   3-GTCAATGTTTTCATTGATCGATCAAG– 5 drawroFاز ﭘﺮاﻳﻤﺮﻫــــــــﺎي 
ﭘﺮاﻳﻤـﺮ  5 در IabXو  IH maBﻛـﻪ ﺟﺎﻳﮕـﺎه دو آﻧـﺰﻳﻢ ﺑـﺮش دﻫﻨـﺪه  3-GACTTTAGTTGTGAAAACACTTAATC
 opoT1.2RCPرا در وﻛﺘـﻮر  gninolC A/Tﺗﻌﺒﻴﻪ ﺷﺪه ﺑﻮد، از ﺑﺎﻛﺘﺮي اﺳﺘﺮﭘﺘﻮﻛﻮﻛﻮس اﻳﻨﻴﻪ ﺗﻜﺜﻴـﺮ ﻛﺮدﻧـﺪ و ﻣﺮاﺣـﻞ 
ﻛﻪ ﻃﺮاﺣﻲ ﻛﺮده ﺑﻮدﻧﺪ  mgpﺑﺎ ﭘﺮاﻳﻤﺮﻫﺎي اﺧﺘﺼﺎﺻﻲ  RCPرا ﺗﻮﺳﻂ واﻛﻨﺶ   gninolC A/Tاﻧﺠﺎم دادﻧﺪ و ﻣﺤﺼﻮل 
را  mgpﺗﺎﻳﻴـﺪ ﻛﺮدﻧـﺪ و در ﻧﻬﺎﻳـﺖ ژن  )1HmaB,labX(ﭽﻨﻴﻦ واﻛﻨﺶ ﻫﻀﻢ آﻧﺰﻳﻤﻲ ﺑﺎ آﻧﺰﻳﻢ ﻫﺎي دو ﺳﺮ ﻗﻄﻌﻪ و ﻫﻤ
 ٥٢ و از ژن  ا

		ز از .../  
 
و ﻫﻀﻢ آﻧﺰﻳﻤﻲ ﺗﺎﻳﻴﺪ ﻧﻤﻮدﻧﺪ. در اﻳﻦ ﺑﺮرﺳﻲ ﻧﻴﺰ  RCPﺳﺎب ﻛﻠﻮن ﻛﺮدﻧﺪ و ﺗﻮﺳﻂ  )7(321cdPدر وﻛﺘﻮر ﺑﻴﺎن ﺷﺎﺗﻞ 
از   203648YA : on noissecca ﺑـﺎ  IBCNﺑـﺎ اﺳـﺘﻔﺎده از ﭘﺮاﻳﻤﺮﻫـﺎي ﻃﺮاﺣـﻲ ﺷـﺪه در ژن ﺑﺎﻧـﻚ ﺳـﺎﻳﺖ  mgpژن 
ﺗﻜﺜﻴﺮ ﺷﺪ. ﺑﺎ اﻳﻦ ﺗﻔﺎوت ﻛﻪ  RCPﺑﺎ واﻛﻨﺶ و ﻫﻤﻜﺎراﻧﺶ اﺳﺘﻔﺎده ﻛﺮده ﺑﻮدﻧﺪ  nanahcuBاﺳﺘﺮﭘﺘﻮﻛﻮﻛﻮس اﻳﻨﻴﻪ ﻛﻪ 
در اﻳﻦ ﺗﺤﻘﻴﻖ در  gninolC A/Tﺗﻌﺒﻴﻪ ﺷﺪ و ﻣﺮاﺣﻞ  IRocEو   IHmaBﭘﺮاﻳﻤﺮ، ﺟﺎﻳﮕﺎه ﺑﺮش آﻧﺰﻳﻢ ﻫﺎي  5   در اﻧﺘﻬﺎي
ﺗﻌﺒﻴﻪ ﺷﺪه   zcalآن در ژن  )SCM(ﺟﻔﺖ ﺑﺎز دارد ﻛﻪ ﺟﺎﻳﮕﺎه ﻛﻠﻮﻧﻴﻨﮓ  6882،  R75ZTPاﻧﺠﺎم ﺷﺪ.  R75ztPوﻛﺘﻮر 
اﺳﺖ و ﺗﺸﺨﻴﺺ ﻛﻠﻮﻧﻲ ﻫﺎي ﺣﺎوي ﭘﻼﺳﻤﻴﺪ ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺐ را ﺑﺎ ﺗﻮﺟﻪ ﺑﻪ رﻧﮓ آﺑﻲ و ﺳﻔﻴﺪ آﺳﺎن ﻣﻲ ﺳـﺎزد. ﻫﻤﭽﻨـﻴﻦ 
 516ﺑـﺎز  در ﻣﺤـﻞ  IRocEو ﺑﺮاي آﻧﺰﻳﻢ  456داراي ﻳﻚ ﺟﺎﻳﮕﺎه ﺑﺮش در ﻣﺤﻞ ﺑﺎز  IHmaBاﻳﻦ وﻛﺘﻮر ﺑﺮاي آﻧﺰﻳﻢ 
از روش ﻫﻀﻢ آﻧﺰﻳﻤـﻲ ﭘﻼﺳـﻤﻴﺪ ﺑـﺎ آﻧـﺰﻳﻢ ﻫـﺎي    RCPدارد ﻛﻪ در اﻳﻦ ﺑﺮرﺳﻲ ﺟﻬﺖ ﺻﺤﺖ ﻛﻠﻮﻧﻴﻨﮓ ﻋﻼوه ﺑﺮ 
 0082ﺟﻔﺖ ﺑﺎزي و ﻳـﻚ ﺑﺎﻧـﺪ ﺣـﺪود  6171ﻳﻚ ﻗﻄﻌﻪ   mgp/R75ztPﻓﻮق اﺳﺘﻔﺎده ﺷﺪ و ﺑﺎ ﺑﺮش آﻧﺰﻳﻤﻲ ﭘﻼﺳﻤﻴﺪ 
ﺳـﺎب ﻛﻠـﻮن ﺷـﺪ و   1-teuDTEpوﻛﺘـﻮر ﺟﻔﺖ ﺑﺎزي ﻣﺮﺑﻮط ﺑﻪ ﭘﻼﺳﻤﻴﺪ ﻣﺸﺎﻫﺪه ﺷﺪ. در ﻧﻬﺎﻳﺖ ﻗﻄﻌﻪ ﻣﻮرد ﻧﻈﺮ در 
ﺟﻔـﺖ ﺑـﺎز ﻣـﻲ ﺑﺎﺷـﺪ و دو  0245، وﻛﺘـﻮر ﺑﻴـﺎﻧﻲ اﺳـﺖ ﻛـﻪ داراي  1-teuDTEpﻧﻴﺰ ﺗﺎﻳﻴﺪ ﺷﺪ.  RCPﺗﻮﺳﻂ واﻛﻨﺶ 
و ﻫﻤﻜﺎراﻧﺶ ﻧﺸﺎن دادﻧﺪ  nanahcuBدارد و ﻫﻤﺰاﻣﻦ ﻗﺎدر ﺑﻪ ﺑﻴﺎن دو ژن ﻣﻲ ﺑﺎﺷﺪ.  )2SCM ,ISCM(ﺟﺎﻳﮕﺎه ﻛﻠﻮﻧﻴﻨﮓ 
ﺳﺎﻋﺖ ﺑﺪون آﺳـﻴﺐ رﺳـﺎﻧﺪن  42ﻮن، ﻣﻐﺰ و ﻃﺤﺎل ﭘﺨﺶ ﻣﻲ ﺷﻮد، اﻣﺎ ﻇﺮف ﺑﻪ ﻃﻮر اوﻟﻴﻪ در ﺧ mgp∆ﻛﻪ ﻣﻮﺗﺎﻧﺖ 
ﺑـﻪ آﻧﻬـﺎ  mgp∆درﺻﺪ از ﻣﺎﻫﻴﻬـﺎﻳﻲ ﻛـﻪ ﻣﻮﺗﺎﻧـﺖ  001ﺗﺎ  09و  (5002 ,nanahcuB)ﺑﻪ ﻫﻴﭻ ارﮔﺎﻧﻴﺴﻤﻲ از ﺑﻴﻦ ﻣﻲ رود
 ﺗﺰرﻳﻖ ﺷﺪه ﺑﻮد، در اﺛﺮ ﺑﺮﺧﻮرد ﺑﺎ ﻧﻮع وﺣﺸﻲ ﺑﺎﻛﺘﺮي، زﻧﺪه ﻣـﻲ ﻣﺎﻧﻨـﺪ و ﻧﺸـﺎن دادﻧـﺪ ﻛـﻪ اﻳـﻦ ﻣﻮﺗﺎﻧـﺖ ﻗـﺎدر ﺑـﻪ 
ﺗﺤﺮﻳﻚ ﭘﺎﺳﺦ ﻣﺤﺎﻓﻈﺘﻲ اﻳﻤﻨﻲ و اﺣﺘﻤﺎﻻً ﺑﻪ ﻋﻨﻮان واﻛﺴـﻦ ﻧﻮﺗﺮﻛﻴـﺐ، ﻛﺎﻧﺪﻳـﺪ ﻣﻨﺎﺳـﺒﻲ ﺑـﺮاي آﺑﺰﻳـﺎن اﺳـﺖ. ﻛـﻪ 
  ﺗﺎﻳﻴﺪي ﺑﻮد ﺑﺮ ﻫﺪﻓﻲ ﻛﻪ اﻳﻦ ﺗﺤﻘﻴﻖ دﻧﺒﺎل ﻣﻲ ﻛﺮد. 
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Abstract 
S. iniae is an important pathogen in both marin animals and humans, causing systemic infections in these hosts. 
The symptoms of infections are very similar to symptoms of infections caused by human¬specific streptococcal 
pathogens. The enzyme phosphoglucomutase (PGM) has recently been discovered to play an important role in 
polysaccharide capsule production and virulence in s. iniae. We aim to isolate S. iniae and cloning 
phosphoglucomutase gene. 
S. iniae grew on sheep blood agar as mucoid and beta- hemolytic colonies after 24 h of incubation at 37C. Then 
confirmed it by sensitive and rapid method of PCR. 
The pgm gene was amplified successfully and cloned in pTZ57R cloning vector.The recombinant plasmid was 
sub cloned into pETDuet-l expression vector by rectriction enzymes and confirmed by PCR . 
Although S. iniae is a pathogen of economic importance, relatively little is known regarding mechanisms of its 
pathogenesis and few specific virulence determinants have been established. These include the enzyme 
phosphoglucomutase which contributes to cell wall integrity and resistance to antimicrobial peptides. Thus, this 
enzyme is the best choice to product the vaccine and more investigations. 
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